Estudo comparativo e caracterização de novos elementos na regulação da homeostasia da glicose em teleósteos by Costa, Carina Alexandra Vaz da











Estudo comparativo e caracterização de novos 




Carina Alexandra Vaz da Costa 
 
 
Dissertação de Mestrado em Biotecnologia 
 
 
Trabalho efetuado sob a orientação de: 
Dr. João CR Cardoso 




	   ii	  
Universidade do Algarve 
 
Faculdade de Ciências e Tecnologia 








Estudo comparativo e caracterização de novos 
















Declaração de autoria de trabalho 
 
“Declaro ser a autora deste trabalho, que é original e inédito. Autores e trabalhos consultados 
estão devidamente citados no texto e constam da listagem de referências incluída.” 
 
Assinatura:_____________________________________ 
                    
Indicação de «Copyright» 
 
A Universidade do Algarve não poderá publicar e tornar público esta tese sem o 




Membros da família do glucagon em peixes  
 
	   iii	  
Agradecimentos 
	  
Gostaria de agradecer essencialmente aos meus orientadores mais diretos, Doutor João 
Cardoso e à Professora Deborah Power pelo constante empenho e dedicação em ensinar-me 
algo novo e motivar-me para que conseguisse alcançar os objetivos propostos inicialmente. 
Um agradecimento à Rute Félix pela preciosa ajuda no q-RT-PCR e na componente 
gráfica do trabalho. Muito obrigada pela constante paciência, disponibilidade e pelos 
ensinamentos transmitidos.  
Agradecer também à Marlene Trindade pelo apoio demostrado sempre que 
necessitava, tanto em aspetos práticos como teóricos. 
Agradecimento também especial ao Pedro Palma e Professor Adelino Canário pela 
disponibilidade em facultar as amostras da experiência em robalo. 




















Membros da família do glucagon em peixes  
 
	   iv	  
Resumo 
	  
A glicose é uma fonte importante de energia. Em mamíferos, o equilíbrio dos níveis de 
glicose no plasma sanguíneo, é regulado por mecanismos de feedback que envolve a insulina 
e o glucagon. Em peixes, o mecanismo de regulação da glicose e o papel do glucagon e seus 
recetores são pouco conhecidos. O objetivo deste trabalho consiste em identificar e 
caracterizar a evolução dos recetores e péptidos ligandos da família do glucagon em peixes e 
determinar qual o seu papel funcional através da caracterização da sua distribuição tecidular e 
identificar alvos envolvidos na regulação da glicose em peixes focando nos seus recetores.  
Genes homólogos aos de mamíferos foram encontrados em vários peixes sugerindo 
que os recetores e ligandos da família do glucagon surgiram cedo no processo evolutivo. 
Análise filogenética sugere que os recetores e péptidos sofreram diferentes pressões 
evolutivas e isto afetou a evolução dos pares hormona-recetor. Entre peixes o número de 
genes identificados é bastante variável e dependente da espécie, e os genes para o recetor do 
polipeptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIPR) e para o recetor do péptido 
relacionado com o glucagon GCRPR foram identificados apenas em algumas espécies. 
Análise de sintenia de genes entre regiões homólogas para o GIPR e seu péptido ligando o 
polipéptido insulinotrópico dependente de glicose (GIP) de peixes com outros vertebrados 
demonstrou que em peixes a evolução destes genes foi muito dinâmica e sujeita a diferentes 
pressões seletivas que potencialmente levaram à sua eliminação do genoma.  
Estudos de distribuição tecidular sugerem que em tilápia o recetor do glucagon 
GCGRa é mais abundante no fígado, o GCGRb no cérebro, o GLP2R no duodeno. O GIP 
apresenta uma distribuição semelhante em todos os tecidos analisados e GCRPR só se 
encontra presente no cérebro, duodeno, fígado e gónadas. Comparação da expressão relativa 
dos recetores em robalos sujeitos a um período de jejum de 48h para provocar modificações 
nos níveis de glicose no plasma não permitiu concluir sobre o papel dos recetores na 
regulação da glicose embora a expressão do GCGRb seja a mais afetada no cérebro. 
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Abstract 
	  
Glucose is the most important simple sugar in vertebrate metabolism. In mammals, 
glucose homeostasis in blood plasma is regulated by the pancreatic peptides, insulin and 
glucagon, that through feedback mechanisms are responsible for homeostasis of plasma 
glucose. In other vertebrates the regulation of glucose appears to be similar to what occurs in 
mammals with the exception of fish in which mechanisms of glucose regulation are still 
relatively poorly characterised. The aim of the present study was to use comparative 
approaches to identify and characterize some of the important elements of glucose 
metabolism in fish. More specifically the evolution of receptors and ligands of the glucagon 
family of peptides in fish was characterised and an experimental study performed to assess 
their potential role in glucose regulation in teleosts.  
Homologue genes of glucose regulatory factors in mammals were found in several fish 
suggesting that the receptors and ligands of the glucagon family arose early in the 
evolutionary process. Phylogenetic analysis suggests that the receptors and peptides were 
under divergent pressures and that this affected the evolution of hormone-receptor pairs. The 
number of glucagon family genes identified between fish was highly variable and species 
specific and the gene for Gastric Inhibitory Polypeptide receptor (GIPR) and Glucagon-
related peptide receptor (GCRPR) was only identified in some fish genomes. Gene synteny 
analysis between homologous regions for GIPR and its peptide ligand, GIP, revealed that the 
evolution of these genes was very dynamic and they were subject to very different selective 
pressures in the different lineages and this may explain why they were eliminated from the 
genomes of some species. 
Tissue distribution studies suggest that in tilapia GCGRa is most abundant in the liver, 
GCGRb in the brain and GLP2R in the duodenum. The expression of GIPR was very similar 
in all tissues analysed but GCRPR was found expressed in the brain, duodenum, liver and 
gonads. Comparison of the relative expression of glucagon receptors in seabass that were 
starved for 48h failed to reveal correlations between receptor expression and the decrease of 
plasma glucose levels. The results failed to conclusively demonstrate a role for the glucagon 
system in glucose homeostasis in the sea bass and to establish if this is a teleost specific 
phenomenon further studies will be required.  
 
Keywords: glucose, glucagon, GPCRs, fish, evolution, function 
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1. Introdução 
	  
 A glicose é uma fonte de energia importante para todos os vertebrados. Existe 
continuamente em circulação no sangue e é essencial para o metabolismo energético dos 
tecidos. A glicose é geralmente obtida por absorção gastrointestinal após a ingestão de 
alimentos ou através de produção endógena por metabolização do glicogénio (Figura 1). Os 
níveis de glicose no plasma são estritamente regulados, por fatores endócrinos para manter a 
homeostasia e dependem de vários fatores externos tal como a alimentação, a temperatura 
corporal e o nível de stress, entre outros (Yeo et al., 2013, Giugliano et al., 2008). 





































Figura 1. Representação esquemática das principais vias metabólicas, envolvidas no 
metabolismo da glicose no hepatócito de mamiferos. Quando há excesso de glicose esta é 
armazenada sob a forma de glicogénio (glicogénese) ou é degradada (glicólise) para a 
produção de ácidos gordos (lipogénese) ou de energia por ativação do ciclo de Krebs. Quando 
há falta de glicose é necessária a produção de glicose endógena (gliconeogénese, 
glicogenólise). GLUT2 são importantes transportadores de glicose. (retirado de Enes et al., 
2008) 
  
 Estudos sobre a regulação da glicose em vertebrados datam do início do século XX e a 
insulina foi o primeiro fator endócrino identificado. Os estudos iniciais foram realizados por 
Banting, Macleod e Best que verificaram que os extratos de pâncreas tinham a capacidade de 
regular os níveis de glicose evidenciando sobre a existência de um mecanismo regulatório. No 
entanto, só mais tarde com os trabalhos realizados por Collip et al., é que a insulina foi 
purificada e se reconheceu a existência de um mecanismo interno que perante um aumento de 
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glicose no sangue, promove a síntese e libertação desta hormona pelo pâncreas (Rosenfeld, 
2002).  
 Em 1929, La Barre através da purificação de extratos de intestino verificou que existia 
um sistema fisiológico em que elementos baixavam os níveis de glicose no plasma e 
designou-os de Incretinas (INtestine seCRETtion Insulin) (Zunz e La Barre, 1929). No final 
de 1960 os investigadores Perley e Kipnis concluíram que após a ingestão de alimentos e 
durante a digestão gastrointestinal são libertadas hormonas peptídicas que estimulam a 
produção de insulina (Baggio et al., 2007). A primeira hormona incretina a ser identificada, 
foi o Gastric Inhibitory Polypeptide (GIP) libertado pelas células K do intestino delgado, e 
desde então vários fatores endócrinos que participam na regulação da glicose foram 
consequentemente isolados (Kim et al., 2008). O GIP é um péptido da família do glucagon e 
os membros desta família têm um papel fundamental na regulação e na manutenção dos níveis 
fisiológicos de glicose no plasma em vertebrados. Apesar de nem todas as classes de 
vertebrados dependerem e utilizarem a glicose da mesma maneira, todos eles possuem 
mecanismos que monitorizam e regulam os níveis de glicose no plasma (Figura 2).  









Figura 2. Variação dos níveis de glicose no plasma em vertebrados. O gráfico representa 
os níveis de glicemia (mM) em diferentes representantes de várias classes de vertebrados: 
peixes (n = 11 espécies), anfíbios (n = 2 espécies), répteis (n = 14 espécies), aves (n = 20 
espécies) e mamíferos (n = 22 especies). O N representa o número de indivíduos analisado. 
As aves e os répteis são em geral, os grupos taxonómicos em que as concentrações de 
glicemia são mais elevadas (retirado de Polakof et al., 2011). 
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 Em peixes, os estudos sobre a regulação da glicose são controversos e, apesar de se 
pensar inicialmente que estes são intolerantes à glicose alguns estudos revelaram a existência 
de um mecanismo de regulação semelhante aos outros vertebrados (Thorpe e Ince, 1976; 
Emdin, 1982, Ronner e Scarpa, 1987, Plisetskaya and Duan, 1994) e que a glicose estimula a 
produção de insulina (Polakof et al., 2011). A caracterização do mecanismo associado ao 
sistema endócrino do glucagon e seus recetores é o principal objeto de estudo deste projeto.  
	  
1.1 Regulação da glicose em mamíferos  
  Em mamíferos, os níveis de glicose aumentam quando ingerimos alimentos ricos em 
hidratos de carbono, e diminuem durante períodos de jejum. Uma das formas de regular a 
concentração de glicose no sangue é a captação desta para os tecidos onde é utilizada como 
fonte de energia seguindo a via glicolítica, mas também recorrendo à síntese de glicogénio 
(glicogénese) e seu armazenamento principalmente no fígado (Figura 1). Numa fase de jejum 
o organismo mantém a glicémia recorrendo à glicogenólise, que consiste na degradação do 
glicogénio e ocorre essencialmente no fígado (95%) e em pequena parte no rim (5%) (Maggs 
et al., 2008) (Figura 1). Em jejuns prolongados a produção de glicose é feita também a partir 
de lactato, piruvato, aminoácidos e glicerol, processo designado por gliconeogénese que 
também ocorre a nível do fígado e rins (Bano, 2013) (Figura 1).  
 A manutenção dos níveis fisiológicos de glicose depende de uma estrita conjugação 
entre fatores humorais, sistema nervoso autónomo, estado nutricional e sistema endócrino 
(Giugliano et al., 2008; Polakof et al., 2011). O cérebro utiliza a glicose como principal fonte 
de energia mas tem um pequeno armazenamento. O cérebro, o fígado, o rim e o músculo são 
órgãos importantes na regulação da homeostasia da glicose, no entanto o pâncreas é o 
responsável pela síntese e libertação de insulina e glucagon, as principais hormonas que 
participam no controlo dos níveis de glicose e têm efeitos antagónicos (Bano, 2013). A função 
endócrina do pâncreas cabe essencialmente aos diferentes tipos de células α, β, δ e as células 
pancreatic polypeptide (PP) que constituem os Ilhéus de Langerhans. A insulina é produzida 
pelas células β, o glucagon é produzido pelas células α, as δ produzem somatostina e o 
polipeptídeo pancreático é produzido pelas células PP, este participa na regulação da função 
gastrointestinal, inibe o pâncreas exócrino e reduz a libertação da somatostatina (Oh et al., 
2012). A regulação do metabolismo da glicose envolve além de um controlo por feedback 
“bidirecional”, entre a insulina e o glucagon, o eixo entero-insular (que relaciona o intestino 
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com as células pancreáticas), como sistema de deteção dos níveis fisiológicos de glicose 
(Bano, 2013).  
A glicose é o principal estímulo para a secreção de insulina. Quando os níveis de glicose 
no sangue aumentam, aumenta também a síntese da insulina.  
O transporte de glicose para os tecidos é feito por proteínas transportadoras específicas os 
GLUTs, e existem cerca de 14 GLUTs caracterizados que se encontram distribuídos por 
diferentes tecidos. O GLUT 2 permite, por exemplo, que a glicose chegue as células β do 
pâncreas e aos hepatócitos e o GLUT 4 é o principal transportador de glicose estimulado pela 
insulina (Jordan et al., 2010). A insulina é uma hormona peptídica constituída por 51 
aminoácidos sintetizada ao nível do retículo endoplasmático rugoso, que se encontra 
armazenada em vesículas secretoras onde ocorre a sua maturação. Esta hormona apresenta 
uma semivida curta em circulação (cerca de 5 minutos) e permite diminuir os níveis de 
glicose atuando em vários órgãos. No fígado, promove a síntese de glicogénio, a estimulação 
da glicólise, e a inibição da gliconeogénese e outras ações anabólicas como síntese de ácidos 
gordos evitando a degradação de proteínas; no tecido adiposo aumenta a captação de glicose; 
no músculo estimula a captação de aminoácidos para síntese de proteínas e captação de 
glicose para formar glicogénio; no cérebro pensa-se ter um efeito modulador sobretudo ao 
nível da ingestão de alimentos (Anand, B et al., 1964, Woods et al., 2006).  
 Quando elevados níveis de glicose persistem no sangue contribuem para uma 
diminuição da resposta por parte das células β, conduzindo a situações de hiperglicemias. A 
ação da insulina é mediada por um recetor específico que permite a ativação ou inibição de 
enzimas ou de outras hormonas que participam no metabolismo da glicose, contudo, iremos 
dar mais importância aos membros da família do glucagon (Woods et al., 2006). 
 
1.2 Membros da família do Glucagon  
 Em mamíferos existem quatro hormonas que pertencem à família do glucagon: o GCG 
(Glucagon), o GLP-1 (Glucagon-like peptide 1), o GLP-2 (Glucagon-like peptide 2) e o GIP 
(Glucose Insulinotropic Peptide). Todas estas hormonas estão envolvidas na regulação da 
glucose tendo o GCG um papel antagónico à insulina e o GLP-1 e o GIP são os responsáveis 
pela secreção de cerca de 50-70% da insulina em resposta a glicose ingerida. Ao GLP-2 estão 
associadas funções importantes ao nível do intestino mas, maioritariamente, o seu papel 
permanece por desvendar (Baggio et al., 2007). 
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1.2.1 Glucagon e péptidos relacionados 
1.2.1.1 O precursor proglucagon 
 O proglucagon é o precursor peptídico para as hormonas glucagon, GLP-1 e GLP-2. O 
GLP-1 e GLP-2 apresentam 50% de homologia com o glucagon e a sua produção resulta de 
um processo de pós-transdução proteolítica e depende do tipo de tecido (pâncreas, intestino 
ou cérebro) (Figura 3 e 4). A prohormona convertase (PC) é a enzima responsável pela 
clivagem dos vários péptidos. A PC2 está envolvida na origem do glucagon, enquanto que a 
ação do PC1 e 3 permite o aparecimento dos péptidos GLP-1 e GLP-2 (Marathe et al., 2013). 
Estudos em modelos roedores indicam que durante o jejum e em estado de hipoglicémias 
existe uma sobre-expressão do proglucagon no pâncreas (Baggio et al., 2007, Marathe et al., 
2013), no intestino a expressão deste gene aumenta após alimentação e diminuiu com o jejum 
(Hoyt et al.,1996, Marathe et al., 2013) (Figura 3 e 4). 
42 aminoácidos 
30  aminoácidos 33  aminoácidos 
Clivagem pós-translacional  
por PC 1/3 
nas células endócrinas  L 
Clivagem pós-translacional  
por PC 1/3 





Figura 3. Comparação geral das estruturas da proteína precursora do péptido GIP 
(proGIP) e dos péptidos GCG, GLP-1 e GLP-2 (proGlucagon) em humano. As regiões da 
molécula que contém os péptidos no precursor estão representadas por cores e os locais de 
clivagem proteolítica por ação da endoproteinases PC (proconvertases) que são responsáveis 
pela libertação dos péptidos maduros do precursor estão indicados. A DPP4 é a enzima que é 
responsável pela degradação dos péptidos maduros e consequente inativação do seu papel 
biológico (retirado de Kim et al., 2008).  
 
 Em humanos o proglucagon é constituído por 180 aminoácidos e o seu gene é 
composto por 6 exões e 5 intrões (Figura 4). O péptido GCG encontra-se codificado no exão 
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3, o GLP-1 no exão 4 e o GLP-2 no exão 5. Neste percursor está ainda codificado o péptido 
Glicentin-related peptide (GRPP) entre os exões 2 e 3 e que é sintetizado no pâncreas, mas 
que ao nível do intestino é traduzido conjuntamente com o glucagon e o péptido resultante 
designa-se de glicentina (Figura 4) (Marathe et al., 2013, Kim et al., 2008). 
 
Pâncreas 




Figura 4. Representação geral do gene e péptidos bioativos resultantes do proglucagon 
em humano. (A) Estrutura do gene, onde os exões que contém os péptidos maduros estão 
representados por caixas coloridas; (B) RNAm resultante da transcrição do gene; (C) 
precursor proteico, (D) péptidos resultantes da clivagem proteólitica no pâncreas e no 
intestino/cérebro (retirado de Baggio et al., 2007). 
 
1.2.1.2 O péptido glucagon (GCG) 
 O glucagon é uma hormona peptídica constituída por 29 aminoácidos. Em humano, a 
estimulação da síntese de glucagon é desencadeada pelos baixos níveis de glicose, mas 
também por catecolaminas e glucocorticóides. Pelo contrário a inibição da sua síntese é 
regulada maioritariamente pela insulina mas também pela hormona somatostina quando os 
níveis de glicose são elevados (Yeo et al., 2013). A principal ação do glucagon é ao nível do 
fígado, através da captação de aminoácidos, da gliconeogénese com libertação de glicose,e da 
inibição da síntese de ácidos gordos e da glicólise (Habegger et al., 2010). O GCG é 
produzido não só no pâncreas (nas células α dos ilhéus de Langerhans), mas também no 
intestino, nomeadamente, nas células enteroendócrinas L, da zona distal do intestino delgado 
e cólon, e no sistema nervoso central (Marathe et al., 2013). 
  A terapêutica com glucagon apenas é utilizada em episódios agudos de hipoglicémia 
em doentes com diabetes mellitus (DM) tipo I, e como relaxante muscular do esófago para 
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exames radiológicos, ou para facilitar exames intestinais. Estudos recentes também apontam o 
glucagon para tratamento de dislipidémias dado o seu envolvimento no metabolismo dos 
lípidos (Kim et al., 2008, Habegger et al., 2010).  
	  
 1.2.1.3 O péptido Glucagon-like 1 (GLP-1) 
 O GLP-1 foi a segunda incretina a ser descrita em 1985. Em humano e outros 
mamíferos é constituída por 31 aminoácidos (Figura 3) e é produzida nas células 
enteroendócrinas L do íleo distal e do cólon e a secreção desta hormona estimula o aumento 
dos níveis de insulina no plasma (Figura 5). O GLP-1 diminuiu a ingestão de comida, inibe o 
esvaziamento gástrico, e impede a secreção do glucagon (Baggio et al., 2007, Marathe et al., 
2013). Este péptido favorece a glicogénese nas células hepáticas, e no músculo, permite 
através de mecanismos neurais a distribuição da glicose (Burcellin et al., 2001, Kim et al., 
2008). Os efeitos extrapancreáticos do GLP-1 em mamíferos são ao nível do sistema nervoso 
central, periférico, trato gastrointestinal, músculo, tecido adiposo e fígado, tecido ósseo, 
sistema cardiovascular e eixo hipotálamo e pituitária (Marathe et al., 2013). 
 A secreção de GLP-1 após a ingestão de alimentos apresenta um pico inicial 10-15 
minutos e posteriormente nos 30-60 minutos e tem funções semelhantes ao GIP. Estudos 
recentes têm demostrado que a diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) tem associados baixos níveis 
de GLP-1 (Salehi, M., 2008). Esta doença é caracterizada pelos elevados níveis de glicose, 
pela secreção reduzida de insulina e pela resistência periférica à insulina, e também por um 
aumento do glucagon, o que leva a produção endógena de glicose por parte do fígado. 
Contudo, estudos demonstram que a administração de GLP-1 conduz à normalização dos 
níveis de glicose no plasma, permite também um melhoramento da função das células β, 
ficando mais sensíveis a glicose, e contribuiu para restabelecer a primeira fase de secreção da 
insulina no pâncreas (Kim et al., 2008, Moon et al., 2012) (Figura 5). O GLP-1  é também 
apontado como importante agente terapêutico na obesidade uma vez que, ao nível do cérebro, 
a sua atuação pode inibir o apetite e está também associado a funções neuroprotectoras (Moon 
et al., 2012). 
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Glicose, ácidos gordos 
 
 
Figura 5. Esquema representativo do efeito das incretinas nos mamiferos (GLP-1 e GIP) 
em resposta à ingestão de alimentos no pâncreas. Nos ilhéus pancreáticos a verde estão 
representadas células α que contém glucagon e a vermelho células β que contém insulina 
(retirado de Kim et al., 2008). 
 
1.2.1.4 O péptido Glucagon-like 2 (GLP-2) 
 GLP2 é um péptido constituído por 33 aminoácidos (Figura 3) que faz parte da 
molécula proglucagon. Este péptido é secretado pelas células enteroendócrinas L, localizadas 
na região distal do intestino delgado e colon, em resposta à ingestão de alimentos nos 
mamíferos. Ao contrário do GLP-1 não é uma hormona incretina e estimula o aumento dos 
níveis de glucagon quer em jejum ou numa situação pós-pandrial (Meier et al., 2006, Marathe 
et al., 2013). Apresenta propriedades intestinotrópicas e tem sido considerado um fator de 
crescimento intestinal. Após a ingestão de alimentos o pico de secreção do GLP-2 é aos 30-60 
minutos, e novamente aos 90-120 minutos. O GLP-2 tem um tempo de semivida de 7 
minutos, é eliminado ao nível renal, tal como o GLP-1. Em modelos animais, camundongos, o 
GLP-2 permite a proliferação de células intestinais, inibe a apoptose (Tsai et al., 1997), 
estudos de Hornby et al., 2011 indicam a participação deste péptido na redução das 
concentrações de marcadores inflamatórios. Em ratos reduz o esvaziamento gástrico e a 
ingestão de comida a curto prazo, contudo nos humanos esta ação não é tão evidente 
(Baldassano et al., 2012, Schmidt et al., 2003). A nível terapêutico o GLP-2 está a ser 
apontado sobretudo para doenças gastrointestinais, pela sua participação na regulação da 
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capacidade de absorção, mas também para tratamento de doenças inflamatórias do intestino 
(Marathe et al., 2013). 
 
1.2.2 O péptido Glucose Insulinotropic (GIP) 
 O péptido GIP é codificado por outro gene e a sua ação foi inicialmente descrita por 
inibir a secreção do ácido gástrico em cães. O GIP humano é um péptido com 42 aminoácidos 
que é produzido nas células enteroendócrinas K do duodeno e do jejuno proximal (Baggio et 
al., 2007) (Figura 3). O GIP tem um efeito menos potente como incretina que o GLP-1em 
mamíferos e a sua secreção é estimulada pela ingestão de comida rica em glicose ou ácidos 
gordos para promover o efeito insulinotrópico, ou seja a estimulação da secreção de insulina 
(Meier et al., 2002) (Figura 5). Em comum com o GLP-1 partilha funções na proliferação das 
células β do pâncreas e na resistência à apoptose (Kim et al., 2008). Os níveis de GIP e GLP-1 
aumentam no plasma após a ingestão de alimentos (a concentração do GIP depende do tipo e 
quantidade de comida ingerida e do estado de saúde), existem sinais endócrinos e neuronais 
promovem a síntese destes peptídeos antes que os alimentos estejam completamente digeridos 
(Figura 5) (Kim et al., 2008). Os níveis plasmáticos de GIP e GLP-1 diminuem muito 
rapidamente. A semivida do GIP é de 5-7 minutos e do GLP-1 é de 1 a 2 minutos e estes 
péptidos são eliminadas pelo rim e fígado (Baggio et al., 2007, Drucker, 2006, Deacon, 2005). 
 Também são atribuídas ao GIP funções importantes ao nível do sistema nervoso 
central, uma vez que tanto o GIP e seu recetor são lá expressos, nomeadamente associados à 
proliferação celular. Outros efeitos extrapancreáticos do GIP têm sido verificados uma vez 
que tanto o GIP como o recetor já foram encontrados em diferentes tecidos, ao nível do trato 
gastrointestinal, tecido adiposo e do osso (Kim et al., 2008). Estudos realizados em mamíferos 
também sugerem o envolvimento do GIP na regulação do metabolismo dos lípidos e a sua 
utilização como potencial terapêutico para o tratamento da obesidade (Kim et al., 2012). 
 
1.2.3 O péptido Glucagon-related (GCRP) 
 O GCRP (GCG-related peptide ou péptido relacionado com o glucagon) é um novo 
membro da família do glucagon. Este péptido foi recentemente identificado em alguns 
vertebrados tais como o largato, a galinha e no anfíbio Xenopus, e também foi identificado em 
alguns peixes teleósteos, tais como o medaka, takifugu, tetraodon e esgana-gata. No entanto o 
GCRP parece estar ausente no genoma de mamíferos. As funções deste péptido são muito 
pouco conhecidas, no entanto partilha elevada similaridade com o GLP-1 (Park et al., 2013). 
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1.3 Recetores do glucagon e péptidos relacionados 
1.3.1 Estrutura dos recetores 
 Os recetores acoplados a proteína G (GPCR), têm uma localização transmembranar e 
desempenham um papel crucial na transdução de sinal. Os GPCRs são caracterizados por 
serem em grande número e pela sua diversidade, permitem responder a uma grande variedade 
de sinais externos à célula (Katritch et al., 2012). Os recetores desta superfamília partilham 
uma estrutura conservada ao longo da evolução e constituem 1 a 2% do número total de genes 
humanos. Os GPCRs são constituídos por 7 regiões transmembranares muito conservadas que 
ligam o recetor à membrana celular e têm acoplado à região C-terminal uma proteína 
específica, a proteína G, que tem capacidade para ligar GTP (guanosina trifosfato) e GDP 









Figura 6. Estrutura geral dos recetores acoplados a proteínas G (GPCRs) na membrana 
celular. As sete regiões transmembranares (TM1 a 7) características dos GPCRs estão 
representadas bem como o domínio N-terminal que está localizado na região extracelular e é a 
principal região da molécula envolvida na ligação ao péptido. O domínio C-terminal 
encontra-se na região intracelular e interage com as subunidades do complexo de proteínas G 




 Quando o péptido ligando se liga ao recetor na extremidade N-terminal ativa a 
proteína G, que por sua vez produz mensageiros secundários como AMPc (Adenosina 
Monofostato cíclica), via adenilciclase ou IP3 (Inositol 1,4,5-Trifosfato), via fosfolipase C 
(Cardoso, 2005, Katritch et al., 2012) (Figura 7). 
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Figura 7. Representação esquemática das vias de sinalização desencadeadas pela 
interação do GLP-1 e GIP com os seus recetores em células β-pancreáticas  humanas e 
consequente libertação de insulina. A interação do GIP e do GLP-1 com os seus recetores 
desencadeia os mecanismos de transdução de sinal intracelular através do aumento do AMPc 
que ativa a proteína cinase A (PKA) e o Epac2. A PKA bloqueia a atividade dos canais 
iónicos membranares e facilita a despolarização da membrana o que leva à entrada de iões 
cálcio pelos VDCC (voltage-gated calcium channels) e estimula a libertação de cálcio 
intracelular do retículo endoplasmático. O aumento de cálcio intracelular, estimula a 
transcrição da proinsulina e facilita a fusão dos grânulos de insulina com a membrana 
plasmática e consequentemente a sua libertação das células β-pancreáticas. A produção de 
ATP nas mitocôndrias é aumentada devido ao aumento do cálcio intracelular que por sua vez 
é uma consequência da ativação do recetor GLP1R (retirado de Yabe et al., 2011). 
 
 
 A superfamília GPCR tem 5 famílias principais: Glutamato, Rodopsina, Adesão, 
Secretinas e “Frizzeled/tast2” e os recetores do glucagon e péptidos relacionados fazem parte 
da família das Secretinas, também designada de família 2 GPCRs (Siu et al., 2010). A família 
das Secretinas constitui uma das principais famílias de recetores de hormonas caracterizados 
em vertebrados. Os membros desta família são caracterizados pela presença, na sua estrutura, 
de um domínio N- terminal extracelular relativamente grande em relação aos outros recetores 
que contém seis cisteínas e vários motivos de glicosilação muito conservados e que têm um 
papel importante para a estabilização do recetor e na formação do ligand-binding pocket (Pal 
et al., 2012 e Kobilka, 2007).  
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 Em mamíferos quatro recetores específicos para cada péptido da subfamília do 
glucagon foram caracterizados e são o recetor do glucagon (GCGR), recetor do GLP-1 
(GLP1R), recetor do GLP-2 (GLP2R) e o recetor do GIP (GIPR). Genes homólogos, em 
sequência e função, relativamente aos membros desta família em mamíferos, foram 
identificados em outros vertebrados tais como aves, anfíbios e peixes e, recentemente, o novo 
membro desta família o GCRPR ausente do genoma de mamíferos, foi identificado em outros 
vertebrados (Park et al., 2013). Estudos de cristalografia de raio X construíram um modelo 
que explica a ligação dos péptidos aos recetores e concluíram que a ligação GLP-1/GLP1R se 
efetua na região N-terminal extracelular do recetor e resíduos da região central da alfa helice 
(Moon et al., 2012, Baggio et al., 2007). Estudos in vitro sugerem que o primeiro loop 
extracelular e o domínio N-terminal do GIPR, são importantes para a afinidade com o seu 
ligando GIP e a consequente ativação (Yabe et al., 2011, Baggio et al., 2007). 
 
 De acordo com a sua similaridade em sequência e afinidade para os péptidos ligandos 
para além dos membros da subfamília glucagon, 4 outras subfamílias de recetores fazem parte 
da família das secretinas-GPCR e são: a subfamília dos recetores para PACAP ou PAC1 
(recetor do Pituitary Adenylate Cyclase-Activing Polypeptide), recetor da secretina (SCTR), 
GHRHR (recetor do Growth Hormone-Releasing Hormone) e VIPR ou VPAC (recetor do 
vasoactive Intestinal Polypeptide); subfamília dos CRHR 1 e 2 (recetor do Corticotrophin 
Releasing Hormone); subfamília do CALCR (recetor da calcitonin) e CALCRL (recetor da 
Calcitonin Related- Like Peptide); e a subfamília da PTHR (recetor da Parathyroid Hormone) 
e PTHrPs (recetor da PTH- related peptide) (Siu et al., 2010) (Figura 8). 
	  
1.3.2 Distribuição e função dos recetores da família do glucagon em 
mamíferos 
 O glucagon, exerce o seu efeito através da ligação ao recetor transmembranar GCGR. 
O recetor do GCG em humanos é constituído por 477 aminoácidos e tem maior expressão ao 
nível dos rins e fígado, mas também se pode encontrar no pâncreas, no cérebro, no baço, no 
trato gastrointestinal, no coração, nos adipócitos e na retina (Kim et al., 2008). As ações do 
recetor variam em função do tecido onde é expresso. No cérebro tem uma função 
neuroendócrina, no tecido adiposo favorece a lipólise e no coração acelera o ritmo cardíaco 
(Kim et al., 2008). Em mamíferos o GCGR é expresso nas células ilhéus α, mas também nas 
células β do pâncreas estando envolvido no mecanismo de feedback bidirecional da regulação 
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da glicose (Habegger et al., 2010). A sinalização via GCGR também é crucial para permitir 
uma proliferação celular normal no pâncreas (Habegger et al., 2010).  
 
 
Figura 8. Relação filogenética entre os membros da familia GCGR/GLPR/GIPR com os 
outros recetores da família 2 GPCRs ou família das secretinas. A representação da 
interação tridimensional das diferentes regiões extracelulares (a verde) com os diferentes 
ligandos (cores diferentes) deduzidas por raios-X ou NMR estão ilustradas. Os membros da 
família CGCR/GLPR/GIPR são filogeneticamente mais relacionados com o grupo 
VIPR/PACAPR/GHRHR e ambas as subfamílias divergiram do mesmo ancestral comum 
após os PTHRs (retirado de Siu et al., 2010). 
 
 O GLP-1 interage com o GLP1R para exercer a sua ação. É um recetor com 463 
aminoácidos no humano e encontra-se expresso ao nível das células β do pâncreas e a sua 
ação neste órgão estimula a libertação da insulina. No sistema nervoso central e periférico este 
recetor está envolvido em funções neuroprotectoras, na redução do apetite e na perda de peso. 
O GLP1R encontra-se também expresso nos rins, no pulmão e no coração mas a sua função 
nestes órgãos ainda não é bem conhecida. A sua função em outros vertebrados é relativamente 
conservada à exceção dos peixes que tem um efeito semelhante ao GCGR de mamíferos 
(Polakof et al., 2011). No humano o recetor para o GLP-2 é constituído por 551 aminoácidos, 
apresenta bastante homologia com o GLP1R, mas a sua expressão encontra-se essencialmente 
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ao nível do intestino delgado, mas também nos pulmões e hipotálamo (Marathe et al., 2013). 
A sua função é relativamente pouco estudada em relação aos outros membros desta família, 
inclusive em mamíferos. 
 
 O recetor do GIP (GIPR) é constituído por 466 aminoácidos em humano. É 
essencialmente expresso nas células β do pâncreas onde estimula a secreção da insulina e 
inibe a secreção de ácido gástrico. É estruturalmente semelhante ao GLP1R o que pode 
explicar as funções semelhantes entre o GIP e GLP-1 na regulação da glucose (Yabe et al., 
2011). Em mamíferos, o GIPR é maioritariamente expresso no pâncreas, no estômago e no 
tecido adiposo no entanto já foi detetado em outros tecidos tais como no coração, nos pulmões 
e no sistema nervoso central. No tecido adiposo o GIPR está envolvido na regulação do 
metabolismo dos lípidos mas em outros tecidos a sua função ainda não é conhecida (Figura 
6) (Yabe et al., 2011, Baggio et al., 2007). A sua função em outros vertebrados é ainda pouco 
estudada.  
 
1.4 Evolução da família do glucagon e seus recetores  
 Membros da família do glucagon e seus recetores já foram isolados e caracterizados 
em várias espécies de peixes e em outros vertebrados tais como anfíbios, aves e vários 
mamíferos incluindo o humano, e a sua presença e o seu papel conservado na regulação dos 
níveis de glucose no plasma sugerem que este sistema desempenha um papel fundamental na 
fisiologia (Irwin et al., 2011) (Figura 9). 
 Em peixes 5 recetores existem (GIPR, GLP1R, GLP2R, e dois GCGR) em 
comparação com 4 (GIPR, GLP1R, GLP2R, GCGR) em mamíferos e a presença de genes 
extra no genoma deve-se a eventos de duplicação específicos na linhagem dos peixes 
teleósteos (Irwin et al., 2005, Irwin et al., 2011) (Figura 9). 
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Figura 9. Representação esquemática da evolução do precursor proglucagon em 
vertebrados. O precursor do proglucagon está representado por um retângulo e as diferentes 
cores representam as regiões que codificam para os diferentes péptidos: glucagon GCG 
(amarelo), GLP-1 (azul) e GLP-2 (verde). 1R e 2R representam os eventos de duplicação do 
genoma que ocorreram durante a evolução dos vertebrados e 3R representa o evento de 
duplicação do genoma específica dos peixes teleósteos (adaptado de Ng et al., 2010).   
 
 Recentemente, no genoma de peixes, anfíbios e aves foi identificado um novo gene 
que codifica um novo recetor desta família específico para o glucagon-related peptide 
(GCRPR). Os estudos sobre a sua função são praticamente inexistentes mas a estudos de 
expressão revelaram a sua presença no cérebro de Xenopus (Irwin et al., 2011). Em humano 
este recetor ainda não foi isolado e tal como o seu péptido específico, parece que foram 
eliminados do genoma de mamíferos durante o processo evolutivo (Irwin et al., 2011, Park et 
al., 2013, Irwin, 2014). O GCRPR é filogeneticamente mais semelhante ao GIPR e 
recentemente foi sugerido que a sua presença ou ausência no genoma do peixe zebra e outros 
peixes em geral poderá estar relacionada com a ausência ou existência do sistema GIP/GIPR, 
respetivamente (Park et al., 2013). 
 
1.5 O papel do glucagon e seus recetores na homeostasia da glicose em 
peixes 
 Os primeiros estudos de metabolismo da glucose em peixes datam de meados de 1800, 
com a descoberta dos corpos de Brockmann em teleósteos por Stannius e Langerhans. Phillps 
et al (1948) e Falkmer (1961) foram os primeiros a propor que os peixes eram resistentes a 
hiperglicémias e a ideia de que os peixes eram intolerantes à glicose e que não possuíam 
capacidade para regular os níveis de glicose no plasma persistiu durante muito tempo (Moon, 
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2001). No entanto, recentemente foi demonstrado que em peixes, tal como em mamíferos, 
existem mecanismos centrais e periféricos que controlam e contribuem para a regulação do 
metabolismo da glicose (Polakof et al., 2006, 2007, 2008). Os peixes teleósteos são o grupo 
de vertebrados bastante diverso com mais de 25 mil espécies identificadas e os níveis de 
glucose no plasma nas poucas espécies estudadas revelam que são uma caracteristica de cada 

























    
 
Figura 10. Variação da percentagem de aumento da glicemia em mamíferos e em 
diferentes peixes quando sujeitos a um teste de tolerância à glicose oral ao longo do 
tempo (horas) (retirado de Polakof et al., 2012). 
 
 Vários estudos demonstram que em peixes, tal como em outros vertebrados, a insulina 
provoca um efeito de hipoglicémia. No entanto a resposta é mais lenta e níveis constantes de 
glicémia verificam-se mesmo após situações de jejum ou ingestão de alimentos (Polakof et 
al., 2011). Os peixes em geral apresentam elevada tolerância a hiperglicémias, (estudos em 
perca indiana (Anabas testudineus) indicam uma diminuição da hemoglobina glicosilada 
perante uma situação de hiperinsulinémia ou hiperglicémia) sem desenvolverem sintomas 
típicos da diabetes em mamíferos (Barma et al., 2006). Em peixes, a temperatura corporal 
(Connors et al., 1978), alterações ambientais (Soengas et al., 1992), fatores de stress (Conde-
Sieira et al., 2010), mudanças na composição da dieta (Soengas te al., 2006), podem também 
influenciar o metabolismo da glicose (Polakof et al., 2012) (Figura 11).  
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Figura 11. Variação da glicémia em mamíferos (rato, humano, coelho e gato) e em peixes 
(truta) submetidos a diferentes alterações fisiológicas, ambientais e farmacológicas. De 
notar o efeito contraditório do GLP-1 entre mamíferos e peixes enquanto que o glucagon e a 
insulina apresentam o mesmo padrão de resposta. O glucagon foi injetado em truta (10-100 
µg/Kg) e no rato (200 µg/Kg); para o teste do  GLP1 injetaram em truta (100 µg/Kg) e no 
humano (0.5 pmol/Kg/min), a insulina foi testada em truta e coelho e o jejum foi de 21 dias 
comparando a truta com o rato e a realimentação ocorreu 3 dias depois do jejum. Imagen 
retirada de Polakof et al., 2012. 
 
 A glicose estimula a secreção de insulina (produzida nos corpos de Brockmann) em 
muitas espécies de peixes contudo a secreção de insulina é induzida sempre após ingestão de 
alimentos independentemente de uma dieta com ou sem hidratos de carbono.  
 Evidências da existência em peixes de um sistema complexo envolvido na regulação 
da glicose foi demonstrado em situações de hiperglicémia, em que se verificam alterações da 
ingestão de comida e em situações de jejum em que se verificam alterações nos níveis de 
glicose e de glicogénio (Soengas e Aldegunde, 2004; Soengas et al., 2006). Perante situações 
de jejum verificam-se baixos níveis de insulina no plasma e aumenta o glucagon e os níveis 
de glucagon só diminuem após ingestão de alimentos hidratos de carbono (Polakof et al., 
2012) (Figura 7). Estudos recentes mostram a possibilidade da existência de um eixo 
intestino-cérebro ancestral em alguns peixes teleósteos em que o peptídeo GLP-1 tal como o 
seu recetor (GLP1R) parecem estar envolvidos na ativação do sistema sensor de glicose e o 
GLP-1 tem uma ação hiperglicemiante semelhante ao do glucagon inibindo a ingestão de 
comida (Polakof et al., 2011a).  
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Em peixes, tal como em outros vertebrados estudos in vivo e in vitro indicam que o 
glucagon e a insulina são também as principais hormonas reguladoras do metabolismo da 
glicose (Epple et al., 1987, Mommsen e Plisetskaya, 1991, Plisetskaya e Mommsen, 1996) 
(Figura 11). Experiências realizadas em truta revelaram que a insulina induz a glicólise, inibe 
a gliconeogénese, e aumenta a síntese de glicogénio no fígado, no músculo e no tecido 
adiposo (Polakof et al., 2012). O glucagon é libertado dos corpos de Brockmann e em truta 
após a ligação ao recetor ativa a via AMPc induzindo a nível hepático a glicogenólise e a 
gliconeogénese em respostas a situações de hipoglicémias (Puviani et al., 1990).  
 Em peixes, o GLP-1 foi isolado no trato gastrintestinal sendo o seu principal órgão de 
ação o fígado, podendo também ter um papel fisiológico no cérebro (Plisetskaya e Mommsen, 
1996, Polakof et al., 2011a). O GLP1 em peixes tem uma função muito diferente do que se 
verifica nos mamíferos. Este péptido permite também a libertação de glicose dos hepatócitos 
(glicogenólise) e a gliconeogénese no entanto desconhece-se ainda de que forma uma 
alimentação rica em carbohidratos afeta os níveis de GLP1 (Polakof et al., 2012) (Figura 11).  
As funções do GLP-2 em peixes estão ainda pouco estudadas (Polakof et al., 2012) e as do 
GIP que em mamíferos tem propriedades insulinotrópicas em peixes ainda se desconhece o 
efeito devido ao número restrito de espécies onde foi isolado. Sabe-se que este péptido é 
produzido no intestino, existe ao nível dos corpos de Brockmann e estudos em peixe zebra 
revelaram que ocorre um aumento da sua expressão após situações de jejum (Musson et al., 
2009).  
 
1.6 Contextualização do trabalho no âmbito da biotecnologia 
 Os problemas associados à desregulação do metabolismo da glicose e a prevalência de 
doenças associadas ao metabolismo da glicose em mamíferos estão normalmente associadas a 
causas endócrinas e muitos dos tratamentos passam por administração hormonal para repor os 
níveis homeostáticos de glicemia. A contextualização deste trabalho no âmbito da 
biotecnologia aplicada está associada ao seu potencial contributo na saúde humana e na 
melhoria da produção animal por vias biotecnologicas.  
 Na saúde humana um conhecimento mais profundo deste sistema em outros 
vertebrados irá permitir desenvolver novas abordagens no combate às doenças associadas ao 
metabolismo e regulação de glicose nomeadamente no desenvolvimento de novos fármacos 
tendo por base os péptidos funcionais homólogos em peixes e os seus recetores. A 
caracterização dos recetores para o glucagon e seus péptidos em peixes teleósteos vai permitir 
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conhecer melhor o papel deste sistema em vertebrados e possivelmente identificar e 
caracterizar novas moléculas e funções fisiológicas que foram eliminadas durante o processo 
evolutivo em mamíferos mas que permanecem em outros vertebrados e o seu isolamento 
poderá contribuir para identificar novas drogas que potencialmente poderão ser utilizadas em 
mamíferos. A diabetes é a doença endócrina mais frequente e deve-se a uma desregulação na 
produção de insulina. Muitos dos tratamentos aplicados a esta doença envolvem não só a 
administração de insulina como também de alguns destes péptidos tal como do GCG e GLP-
1. Os péptidos humanos glucagon e GLP-1 recombinados (utilizando bactérias como sistemas 
hospedeiros) têm sido utilizados na medicina humana para regular o metabolismo da glicose. 
O glucagon é administrado em casos de hipoglicemia em doentes com diabetes tipo 1 e os 
agonistas do péptido GLP-1 funcionam como mimético da incretina e são utilizados 
nomeadamente em doentes com diabetes tipo 2 (Gallwitz, 2011).  
No entanto este tipo de péptidos tem um tempo médio de vida curto e são de fácil degradação 
no organismo e a utilização de péptidos homólogos de peixes com funções idênticas poderá 
ser uma alternativa viável para aumentar o tempo de vida do glucagon e outros péptidos desta 
família em humanos e aumentar a sua eficácia. 
Em produção animal e especificamente em aquacultura, o problematica das fontes de 
proteína e lipidos para produção de rações tem levado a um aumento na utilização da material 
vegetal. Um melhor conhecimento sobre a fisiologia dos peixes nomeadamento na regulação 
de glucose e a tolerância à glicose é fundamental. O sistema endócrino é uma parte central na 
regulação de glucose e um melhor conhecimento sobre o papel do glucagon e seus recetores 
vai permitir aumentar o conhecimento sobre a utilização de glicose em peixes. Esta 
informação poderá ajudar a desenhar novas dietas adequadas e direcionadas para a otimização 
de crescimento e aumento de massa corporal, que representam os elementos chave na 
sustentabilidade económica da aquacultura. 
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2. Objetivos  
	  
 O sistema endócrino do glucagon e seus recetores tem um papel crucial na regulação 
da glicose em mamíferos e a sua aplicação no tratamento de doenças associadas a 
desequilíbrios da glicose, tem sido cada vez mais utilizada. A existência de membros desta 
família com funções antagónicas na regulação da insulina em mamíferos, torna o seu estudo 
extremamente interessante e complexo. Em peixes apesar da existência de genes homólogos 
os mecanismo da regulação endócrina da glicose que envolvem membros desta família são 
muito pouco conhecidos e o seu estudo comparativo poderá contribuir para uma melhor 
compreensão da sua função e evolução na homeostasia da glicose em vertebrados, bem como 
elucidar sobre o seu potencial envolvimento em outros processos fisiológicos. 
 O objetivo principal deste trabalho consiste em identificar e caracterizar 
funcionalmente os membros da subfamília do glucagon e seus péptidos ligandos em peixes e 
determinar qual o seu papel na regulação da homeostasia da glicose. Este objetivo será 
alcançado através de: 
 a) Identificação in silico, estudo evolutivo e funcional dos recetores e péptidos da 
família do glucagon em peixes; 
 b) Caracterização do seu potencial papel funcional e envolvimento na regulação da 
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3. Materiais e Métodos 
	  
O trabalho experimental desenvolvido encontra-se abaixo descrito e está organizado em duas 
secções (Figura 12):  
 3.1 Análise bioinformática com o objetivo de identificar os membros da família do 
glucagon e seus recetores em peixes; 
 3.2 Técnicas de biologia molecular com o objetivo de caracterizar o seu papel 
funcional na regulação da glicose em peixes. 
  
 
Figura 12. Representação esquemática da metodologia seguida ao longo do decorrer do 
trabalho experimental. 
 
3.1. Análise bioinformática 
3.1.1 Pesquisas in silico em bases de dados 
 Como o objetivo de identificar e caracterizar a evolução dos membros da família dos 
recetores GCG/GIP e os seus péptidos ligandos em peixes, os recetores e péptidos 
previamente isolados no peixe zebra e no humano foram utilizados para pesquisar genes 
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homólogos em diferentes bases de dados (genomas, ESTs e nucleótidos) existentes para 
vários peixes (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Principais bases de dados consultadas, durante as pesquisas de bioinformática 
para recolha de sequências. 
 
 Espécies website Acedido em 
Peixes de 
barbatana lobada Celacanto 
www.ensembl.org 




Teleóteos www.ensembl.org/ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Outubro, 2013 
 Outros teleósteos   
 Robalo Sea bass genome assembly (privada) Outubro  2013 
 Salmão  http://salmondb.cmm.uchile.cl/blast/ Abril, 2014 


















3.1.2 Pesquisas em bases de dados de genomas 
 Para a identificação do novo membro desta família, o recetor GCRPR, foi utlizada a 
sequência de Takifugu (Takifugu rubripes) (ENSTRUG00000015257) e para o novo peptídeo 
GCRP utilizou-se a sequência da galinha, Gallus gallus (JH375139.1) e medaka (Oryzias 
latipes) (scaffold 169) (Park et al., 2013; Irwin et Prentice, 2011). Os resultados obtidos foram 
selecionados de acordo com a sua maior similaridade para as sequências alvo e os que 
apresentavam valores estatístico esperado (e-values) mais baixo. Pretendeu-se consultar várias 
bases de dados de peixes evolutivamente distantes desde os peixes de barbatana lobada (lobe 
finned fish), passando pelos peixes de barbatana raiada (ray finned fish, onde estão incluídos 
os peixes teleósteos), peixes cartilagíneos e as lampreias (representantes da ordem dos 
Agnatha, primeiro grupo de vertebrados a emergir).  
 As pesquisas também foram realizadas em genomas de vertebrados terrestres e em 
invertebrados. Os genomas de vertebrados incluíram o genoma do anfíbio Xenopus tropicalis, 
dos répteis o lagarto (Anolis carolinensis) e da tartaruga chinesa (Pelodiscus sinensis), da ave 
a galinha (Gallus gallus), e de mamíferos o humano (Homo sapiens) e o rato (Mus musculus) 
que também estão disponíveis no ENSEMBL (http://www.ensembl.org). Os invertebrados 
pesquisados foram o dos representantes de cordados ancestrais, o ouriço-do-mar 
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(Strongylocentrotus purpuratus, (http://metazoa.ensembl.org/), o cefalocordado anfioxo 
(Branchiostoma floridae, http://genome.jgi-psf.org/Brafl1/Brafl1.home.html, acedida em 
abril, 2014) e do tunicado Ciona intestinalis (http://www.ensembl.org). As sequências de 
aminoácidos dos ligandos proglucagon, GIP e GCRP, também foram pesquisadas para as 
mesmas espécies referenciadas na pesquisa dos recetores e recorrendo às mesmas bases de 
dados respetivamente.  
 
3.1.3 Pesquisas em bases de dados de ESTs 
 As pesquisas em bases de dados de ESTs (Expressed Sequence Tags – consideradas 
partes de sequências obtidas em projetos de sequenciação de clones de cDNA) em peixes, 
teve por principal objetivo a) identificar novos transcritos e complementar as pesquisas 
realizadas no genoma e b) identificar tecidos alvo onde os membros desta família se 
encontram expressos. Estas pesquisas foram efetuadas na base de dados 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando como molde os genes homólogos identificados em 
Tilápia (Oreochromis niloticus) para os recetores e ligandos de interesse neste trabalho à 
exceção do GIP para o qual se recorreu ao peixe zebra Danio rerio (NP_001073528.1). A 
Tilápia foi escolhida pois foram identificados no seu genoma todos os recetores e ligandos 
membros desta família.  
 Assim para a pesquisa dos EST´s em peixes utilizou-se o algoritmo tblastn (que 
permite procurar na base de dados de nucleótidos utilizando sequências deduzidas de 
proteínas), e os resultados da pesquisa foram agrupados por espécie e apenas selecionamos os 
EST´s que tinham um e-value inferior e-20. As sequências foram retiradas e comparadas com 
as de tilápia para verificar a sua homologia e o local de origem (tecidos) onde os EST foram 
isolados foram anotados. A pesquisa para os ligandos foi efetuada de maneira idêntica 
utilizando a sequência do proglucagon 1 e 2 da tilápia e do GIP de peixe zebra 
(NP_001073528.1).  
 
3.1.4 Alinhamentos múltiplos de sequências  
 A análise comparativa das diferentes sequências retiradas foi realizada com o objetivo 
de identificar semelhanças/diferenças entres regiões potencialmente estruturais e 
funcionalmente importantes entre os diferentes membros da família com outros vertebrados. 
Para tal, alinhamentos múltiplos de sequências foram realizados utilizando o programa 
Clustal W (http://www.genome.jp/tools/clustalw/). O software GeneDoc foi utilizado para 
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editar os resultados dos alinhamentos e determinar percentagens de identidade e similaridade 
entre as várias sequências em estudo. Os domínios transmembranares dos recetores e regiões 
dos péptidos maduros foram identificados por comparação com as anotações já descritas no 
humano no UniProt (http://www.uniprot.org). 
 
3.1.5 Análise filogenética 
 Para caracterizar a evolução dos recetores e péptidos ligandos árvores filogenéticas 
foram construídas com base em alinhamentos de sequências utilizando as sequências de 
aminoácidos deduzidas dos genes e transcritos identificados anteriormente. As árvores foram 
construídas utilizando a plataforma Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr/) e o programa 
Prot Test 2.4 server (http://darwin.uvigo.es/software/prottest2_server.html) foi utilizado para 
escolher a matriz mais adequada para a análise evolutiva. As árvores filogenéticas para os 
recetores foram construídas utilizando as regiões mais conservadas entre os recetores desde a 
região transmembrar 1 (TM1) até à região transmembranar 7 (TM7) incluindo as regiões intra 
e extracelular entre os domínios TMs. Na análise incluímos um total de 98 recetores e a 
árvore foi construída usando dois métodos: o maximum likelihood (ML) e método de 
neighbour-joining e analise estatística dos ramos foi realizada utilizando 100 e 1000 
replicados de bootstrap, respetivamente (Felsenstein, 1985). A sequência para PTH1R do 
humano (ENSP00000321999) foi utilizada para enraizar a árvore. O modelo escolhido para a 
construção da árvore de acordo com o modelo estatístico Akaike Information Criterion (AIC) 
(Abascal et al., 2005) foi o JTT + G + F (Jones et al., 1992) com 4 gamma-distributed rate 
categories e um valor de gamma shape fixo de 0.77. Para a analise filogenética dos ligandos 
utilizamos as sequências completas da proteína para precursor pro-GCG que inclui o GCG, 
GLP-1 e GLP-2 e do percursor GIP e o peptídeo maduro para o GCRP, que foram submetidas 
no programa Prot Test 2.4 server (http://darwin.uvigo.es/software/prottest2_server.html) e 
obtivemos como modelo mais adequado o JTT+I+G com um gamma shape fixo de 1.404 e 
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3.1.6 Caracterização do ambiente genómico 
 O ambiente genómico dos recetores foi caracterizado com base na anotação dos genes 
vizinhos de acordo com o programa ENSEMBL. Esta análise foi realizada para a) caracterizar 
a evolução dos recetores do GIPR e GIP em peixes, e b) caracterizar a origem dos recetores 
GCGR/GIPR em deterostómios comparando o ambiente genómico de Ciona com a spotted 
gar e o humano.  
 A região do genoma na vizinhança do GIPR e GIP de peixe zebra foi utilizada como 
modelo para identificar regiões homologas de genes nos genomas de outros peixes 
evolutivamente distintos utilizando pesquisas de similaridade de sequências ou por anotação 
in silico. Genes que foram identificados conservados entre os diferentes peixes foram 
utilizados para pesquisar os genomas de tubarão elefante e da lampreia mas só regiões 
fragmentadas foram encontradas.  
 A comparação entre os genomas de Ciona e dos vertebrados foi feita utilizando o 
programa BioMart disponível no ENSEMBL. Uma região de cerca de 2 Mb acima e abaixo 
do loci dos dois recetores glucagon-like (ENSCIONG00000006557 e 
ENSCIONG00000006559) de Ciona intestinalis no cromossoma 2 foi selecionada e utilizada 
para identificar regiões homólogas no genoma de duas espécies representativas da evolução 
dos vertebrados: a sppoted gar (peixe teleósteo que não sofreu o processo de duplicação do 
genoma em peixes) e o humano que contém os recetores GCGR/GIPRs.  
 
3.2 Amostragem e métodos experimentais de biologia molecular 
3.2.1 Escolha das espécies e recolha de tecidos  
 Neste estudo utilizamos dois peixes teleósteos com hábitos alimentares distintos, a 
tilápia (Actinopterygii, Perciformes, Cichlidae, Oreochromis mossambicus) um peixe 
herbívoro/omnívoro e o robalo (Actinopterygii, Perciformes, Moronidae, Dicentrarchus 
labrax) um peixe carnívoro, ambos obtidos dos stock de peixes mantidos pelo laboratório no 
PRODEP e do Ramalhete, respetivamente. Os peixes foram anestesiados em gelo e 
seguidamente sacrificados por decapitação e vários tecidos foram recolhidos e guardados a -
80 ºC até posterior utilização. A tilápia foi utilizada para isolar e caracterizar a distribuição 
tecidular dos recetores pois o genoma da tilápia (Oreochromis niloticus, espécie muito 
semelhante à experimental) já se encontra sequenciado e bem anotado, reproduz-se facilmente 
em cativeiro e existe em abundância no stock da universidade. De tilápia foram retirados os 
seguintes tecidos: gónadas, músculo branco, brânquias, coração, fígado, duodeno e cérebro. 
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 O robalo foi utilizado para caracterizar o papel dos recetores da família do 
glucagon/GLP1/GIP no metabolismo da glucose pois ao contrário da tilápia, o nível de 
glicose em robalos é bastante variável, e é um peixe que apesar de utilizar na sua dieta poucos 
hidratos de carbono, numa situação de jejum o nível de glucose pode variar num curto espaço 
de tempo e em testes de tolerância à glicose a metabolização da glicose é relativamente 
rápida, ainda que seja mais lenta que em peixes herbívoros/omnívoros (Viegas et al., 2011 e 
Enes et al., 2011). Para esta experiência foram utilizados tecidos de robalo recolhidos de uma 
experiência anteriormente realizada por elementos do laboratório onde os peixes foram 
submetidos a um jejum até 48h e tecidos amostrados às 24h e 48h e onde estavam disponíveis 
dados sobre o doseamento da glicemia nos diferentes períodos de tempo. Devido ao facto de 
existir uma grande variabilidade entre os peixes do mesmo grupo e de não existirem valores 
de glicemia inicial (tempo zero da experiência) os peixes foram então divididos em dois 
grupos, um com os níveis mais baixo índice de glicemia (4.3 mmol/l) e outro com os níveis  
mais altos nível de glicemia (11.4 mmol/l) para comparação. Os tecidos escolhidos foram o 
cérebro, o fígado e o duodeno, uma vez que os recetores que provavelmente estão envolvidos 
na regulação da glicose GCGaR, GCGbR e GIPR têm maior expressão nestes tecidos. Dos 
animais experimentais foram recolhidos e anotados antes da dissecção dos tecidos, o peso e 
comprimento. 
 
3.2.2 Métodos experimentais de biologia molecular 
3.2.2.1 Extração do RNA  
 O RNA total foi extraído de diferentes tecidos de tilápia e robalo para síntese de 
cDNA e análise da expressão quantitativa por q-PCR. O RNA foi extraído de acordo com dois 
métodos diferentes mas que se baseiam no mesmo principio: o Total RNA Kit I (OMEGAbio-
tek,VWR) foi utilizado para os tecidos de tilápia e o método de Extração de RNA total com o 
Maxwell 16 Total RNA Purification Kit (Promega) foi utilizado para os tecidos de robalo, de 
acordo com o protocolo do fabricante. Ambos têm por base quatro etapas, que correspondem 
à lise das células e tecidos, desnaturação dos complexos de nucleoproteínas, inativação 
ribonucleases endógenas e remoção de contaminantes (DNA e proteínas). Cerca de 30-50 mg 
de tecido foram recolhidos e seguidamente homogeneizados em solução de lise com β-
mercaptoetanol (BME). Os tecidos foram completamente homogeneizados utilizando um 
processo de disrupção mecânica usando o ultraturrax (Maxwell 16 Total RNA Purification 
Kit) e no Total RNA Kit I, os tecidos foram macerados manualmente e repousaram durante 10 
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min à temperatura ambiente. Seguidamente foram centrifugar durante 10 minutos a 10000 
rpm para separar restos de tecidos que ainda possam existir e obter um homogeneizado limpo. 
Para o Total RNA Kit I o sobrenadante foi retirado para um eppendorf limpo e foi adicionado 
igual volume de etanol 75% eluído com água DEPC. A mistura foi agitada com a pipeta (por 
vezes pode formar-se um precipitado de DNA), colocada na coluna de filtração e centrifugada 
durante 1 min na velocidade 13000 rpm à temperatura ambiente. O filtrado foi descartado e 
adicionou-se 500µl de solução de lavagem (wash buffer I) à coluna e centrifugou-se 
novamente 1 min 13000 rpm à temperatura ambiente. Este procedimento foi repetido 
novamente mas utilizando a solução de lavagem II (wash buffer II). Para retirar os restos de 
etanol, a coluna foi novamente centrifugada (2 minutos, 13000 rpm à temperatura ambiente) 
sem liquido e a coluna seca foi transferida para um novo tubo onde foi adicionado 50µl de 
àgua DEPC para eluir o RNA. Para os extratos realizados com o Maxwell 16 Total RNA 
Purification Kit utilizaram-se beeds magnéticas MagneSil® PMPs para remover os 
contaminantes e a purificação do RNA foi feita automaticamente. O RNA obtido diluído em 
água DEPC foi quantificado por espectrofotometria (λ= 260 nm) no Nanodrop 1000 obtendo 
um valor em ng/µl e foi separado em gel de agarose a 1% em TAE para verificar a sua 
integridade.  
 
3.2.2.2 Tratamento do RNA 
 O RNA total extraído foi tratado com a enzima DNAse para eliminar potencial 
contaminação com DNA genómico utilizando o kit DNA-free Kit (Ambion, UK) de acordo 
com o fabricante. Para concentrar as amostras o RNA foi precipitado adicionando 3 vezes o 
volume do RNA de etanol a 100% e 1/10 do volume do RNA de acetato de sódio. A mistura 
foi agitada e colocada durante a noite a precipitar -20ºC. No dia seguinte o RNA foi lavado 
duas vezes com 500 µl de etanol a 75%, seco por evaporação e ressuspendido no mínimo 
volume possível. Ao RNAtotal precipitado (até o máximo de 10 ug) foram adicionados 5µl de 
tampão, 1 µl de DNAse (Turbo DNAse™, Ambion, life thecnology, 2 U/ ul) e água para 
perfazer um volume final de 50 µl. A mistura reacional foi incubada durante 30 min a 37ºC e 
seguidamente foram adicionados 5 µl de DNase inactivation reagente. As amostras foram 
agitadas por vortex, repousaram 2 minutos à temperatura ambiente e foram centrifugadas a 
10000 rpm durante 1 minuto e meio e o sobrenadante (até ao máximo) foi retirado para um 
eppendorf novo.  
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3.2.2.3 Síntese de cDNA 
 O cDNA foi sintetizado utilizando 500 ng de RNA total até um volume máximo de 
12.5 µl. De seguida foram adicionados 1 µl de primers random hexamer (GE Healthcare, 
UK), e desnaturou-se durante 5 min a 65 ºC colocando-se em seguida em gelo. Ao RNA 
desnaturado adicionaram-se 4 µl de 5 x tampão de reação, 0.5 µl de Thermo Ribolock Rnases 
(Fermentas, 40 U/ µl), 2 µl de 10 mM de dNTPs e 1 µl de Revertaid  reverse transcriptase 
(Fermentas, 200 U/µl) até um volume final de 20 µl. A síntese de cDNA foi efetuada 
colocando os tubos a 25ºC durante 10 min, 42 ºC durante 60 min e 70 ºC durante 10 min no 
final guardou-se a -20 ºC até utilização. Com o objetivo de determinar a qualidade e 
quantidade do cDNA sintetizado as amostras foram analisadas para a presença da unidade 
ribossomal 18S (gene de referência que é expresso em todos os tecidos) utilizando os primers 
descritos na Tabela 2, de acordo com a mistura reacional descrita na Tabela 2 e de acordo 
com o ciclo (95 ºC, 3 min; 95 ºC 30 seg, 60 ºC durante 30 seg, 72 ºC, 30 seg repetidos 25 
vezes; e 72 ºC 5 min). O produto de PCR amplificado de tamanho esperado 
(aproximadamente 500 pb) foi observado em gel de 1 % agarose/1 x TAE. 
 
3.2.2.4 Desenho de primers 
 Com o objetivo de caracterizar/quantificar a expressão dos recetores quer em tilápia 
quer em robalo, primers para os recetores de interesse foram desenhados tendo por base a 
sequência em nucleótidos dos 5 recetores (GCGRa, GCGRb, GLP2R, GIPR, GCRPR) de 
tilápia e 3 recetores (GCGRa, GCGRb e GIPR) de robalo. Os primers foram desenhados em 
locais específicos tendo por base regiões diferentes entre os recetores, com um tamanho entre 
19 e 23 pb e uma temperatura de melting próxima ou superior a 60ºC e cujo produto de 
amplificação tivesse entre 70 a 200 pb. Para verificar que os primers não formam dímeros ou 
false primming quando em reação as sequências escolhidas foram analisadas no programa 
Primer Premier. As sequências dos primers de cada recetor estão descritas na Tabela 2. Os 
primers foram sintetizados quimicamente (Sigma-Aldrich, UK) e diluídos em soluções stock 
a uma concentração de 100 µM. 
 
3.2.2.5 PCR-Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
 Dois tipos de PCR foram utilizados neste trabalho o RT-PCR e o RT-PCR quantitativo 
(q-RT-PCR). RT-PCR foi utilizado para testar as condições iniciais de PCR com os primers e 
identificar tecidos alvo e depois da otimização do PCR o q-RT-PCR foi realizado para 
Membros da família do glucagon em peixes  
 
	   29	  
quantificar a expressão em cada tecido por comparação com a abundância dos genes de 
referência. A técnica de PCR permite a amplificação de DNA de forma exponencial através 
de uma replicação de modo a facilitar a sua visualização, delimitando as regiões a amplificar 
com a utilização de primers específicos complementares com as sequências relevantes no 
estudo. A reação de PCR consiste fundamentalmente em três passos, a desnaturação por ação 
de temperaturas elevadas (93-98ºC) que quebra as ligações do DNA e faz com que a cadeia 
esteja apta à ligação do primer, ligação ou annealing dos primers quando os primers 
encontram na cadeia de DNA a sua sequência homóloga ligam-se e delimitando a região a 
replicar (temperatura de ligação dependente de cada par de primers), e finalmente a extensão 
(normalmente a 72ºC) onde se dá a polimerização da cadeia e se obtém a cópia completa da 
cadeia molde, estes passos constituem o ciclo que é repetido várias vezes, num termociclador. 
 Nas reações de amplificação dos fragmentos utilizou-se, uma mistura reativa 
constituída pela enzima Taq polimerase (Dream Taq DNA polimerase, 5 U/µl) – 0.06 µl, uma 
DNA polimerase termoestável, obtida a partir de uma bactéria termofílica (Thermus 
aquaticus) que resiste às oscilações da temperatura durante o ciclo, um tampão específico 
para a enzima (Dream Taq Buffer) (10x) – 1.5 µl, uma mistura de nucleótidos (A, adenina, C- 
citosina, G- guanina e T- Timina) dNTPs (10mM) - 0.3 µl/reação, os primers específicos 
Forward (10 µM) - 0.3 µl/reação e Reverse (10 µM) - 0.3 µl/reação, a àgua MiliQ (11.54 
µl/reação) e o cDNA (1 µl/reação) , com um volume final da mistura de 15 µl.  De seguida 
esta mistura reativa foi colocada num termociclador da BioRad de acordo com o ciclo: 95 ºC 
durante 3 min; seguida de uma fase cíclica de 95 ºC, 30 seg, X ºC 30 seg (X para cada par de 
primers) e 72 ºC 30 seg; e uma extensão final de 5 min a 72 ºC para que se complete a etapa 
de extensão onde a enzima Taq tem um papel fundamental pois permite a elongação de todas 
as moléculas amplificadas. Foram testadas várias temperaturas para cada par de primers e a 
temperatura ideal está descrita na Tabela 2. 
 
 As reações de q-RT-PCR foram realizadas em duplicado (<5 % variação entre 
replicados) no equipamento o StepOne Plus Real-Time PCR Detection System (Applied 
Biosystems, Portugal) em microplacas de 96 poços (Bio-Rad, Portugal). O volume final 
utilizado na reação foi 10 µl e esta continha 5 µl SsoFast EvaGreen supermix (Bio-Rad, 
Portugal), 300 nM do primer forward(Fwd) e reverse(Rev) (0.2 µl primer Rev + 0.2 µl primer 
Fwd). Para a tilápia foram utilizados 2 µl do cDNA template (amostras diluídas 1:5) com 
exceção para o gene GCRPR e 18S em que as amostras foram diluídas 1:10 ou 2 µl do 
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controlo (água). Para o robalo foram utilizados 2 µl do cDNA template (amostras diluídas 
1:5), para todos os genes exceto o gene 18S para o qual as amostras foram diluídas 1:800. 
 As condições de otimização do ciclo foram: 95 ºC durante 30 seg, seguido por 45 
ciclos a 95 ºC durante 5 seg e a respetiva temperatura de annealing para cada um dos genes 
(Tabela 2) durante 10 seg. A curva padrão foi construída utilizando diluições seriadas de 
DNA plasmídeo contendo os genes de interesse e foi a partir destas que foram determinadas a 
eficiência e o r2 (coeficiente de determinação) das diferentes reações de PCR. Foram 
realizadas curvas de melting para detetar situações de primer dimer e reações de controlo 
negativo, para excluirmos possíveis contaminações. Foi utilizado o gene ribossomal 18S para 
normalizar os valores obtidos. Para a tilápia foram utilizados 3 indivíduos e para o robalo 6 
indivíduos, 3 de cada condição experimental, e ainda cada uma das amostras foi testada em 
duplicado. 
 
Tabela 2. Lista de primers utilizados nas reações de PCR.  
As temperaturas utilizadas e os parâmetros obtidos do q-RT-PCR estão indicados.  
 




PCR     
18S Fwd- TCAAGAACGAAAGTCGGAGG Rev-  GGACATCTAAGGGCATCACA 60 - - 
M13 Fwd- GTAAAACGACGGCCAGT Rev- AACAGCTATGACCATG 60 - - 
q-RT-PCR      
Tilápia     
GCRPR Fwd1-GACTGATGTGAGTGAGATGCT Rev1- GCTGTCAATGAAGACTGAAGC 58 107,6 0,992 
GIPR Fwd1- ACAGACAACAGGGACGTCTTT Rev1- GTGGTTTTCAGAGAAAGCCAT 64 123 0,988 
GCGbR Fwd1-AACTCTCTTGAGCTTGTGAAG Rev1- ACATTTACAGTGGTTCCTGGA 60 107,9 0,993 
GLP2R Fwd2-TGTAGACGGAAGCAGTCGCTA Rev2-CCTGACCTTGAAGTGGTTGGT 60 106 0,995 
GCGaR Fwd1- TGTTTCCCTGCAAAAGCTGAC Rev1 - GCACAACAACAGTAGTGTTAGG 62 112,9 0,995 
18S Fwd-TGACGGAAGGGCACCACCAG Rev- AATCGCTCCACCAACTAAGAACGC 60 98 0,994 
Robalo     
GCGaR Fwd-ACGGTTAGCTGTCGCATCG Rev-ACCAGGAGGTTGTGGAGGTAGA 60 109 0,97 
GCGbR Fwd-GCAACGGGACAGGGAAAGG Rev-CCAGCGGGTATGTGCGACA 60 96,2 0,98 
GIPR Fwd-GCAGCAACACGCCACAGG Rev-GAGCGGCAGACAGGGACA 62 97,5 0,98 
18S Fwd-TGACGGAAGGGCACCACCAG Rev- AATCGCTCCACCAACTAAGAACGC 60 100,2 0,99 
 
 
Membros da família do glucagon em peixes  
 
	   31	  
3.2.2.6 Eletroforese em gel de agarose 
 A eletroforese é uma técnica que permite separar DNA ou RNA no gel em função da 
sua massa e tamanho molecular, pois é aplicado no gel um campo elétrico que em função das 
cargas das partículas permite que estas se movam sob influência de forças eletrostáticas para o 
elétrodo de carga oposta. Tanto o DNA como o RNA apresentam carga negativa e migram no 
sentido do polo positivo. Neste estudo as amostras foram separadas em gel de agarose, uma 
vez que este apresenta elevada capacidade de separação. A agarose, um polissacarídeo 
extraído de uma alga marinha, que se encontra em pó, é dissolvido num tampão TAE (Tris-
Acetato-EDTA) que necessita de ferver para que ocorra a dissolução completa e homogénea, 
posteriormente é ligeiramente arrefecido e adiciona-se o brometo de etídeo, corante que se 
intercala entre os pares de bases da molécula de DNA e RNA e que quando exposto a luz ultra 
violeta (λ =300nm) apresenta fluorescência. Este gel de agarose é colocado num suporte e 
arrefece à temperatura ambiente até obter uma consistência rígida. Em função do tamanho das 
bandas que se pretendiam obter assim a concentração de agarose de 2% gel  foi selecionada 
para melhor visualização de produtos PCR inferiores a 1kb. Antes de se colocarem as 
amostras nos poços do gel, foi lhes adicionada uma solução tampão saturada de sacarose 
designada de loading buffer que lhe confere densidade e um corante azul de bromofenol que 
favorece a visualização da amostra durante o carregamento no gel. Para se conseguir 
determinar o tamanho aproximado das bandas adicionamos no gel um poço que contém um 
marcador de peso molecular (1 KB Ladder). As eletroforeses decorreram durante 
aproximadamente 20 minutos a 120 v, o gel é submerso num Tampão 1 x TAE constituído 
por iões que permitem a passagem da corrente e mantém o pH constante. Os géis após 
eletroforese foram visualizados recorrendo a num transiluminador por luz ultravioleta.  
 
3.2.2.7 Extração e purificação do DNA de uma banda de um gel de agarose 
 Utilizou-se o Kit Illustra TM, GFX TM PCR DNA and gel Band Purification Kit (GE 
Healthcare) para extrair e purificar produtos de PCR de acordo com as instruções do 
fabricante. Cortaram-se os pedaços de gel correspondentes às bandas e colocou-se cada um 
num eppendorf. Adicionou-se 10µl de tampão de captura (capture buffer type 3) por 10 mg de 
gel até ao máximo de 300 µl e a agarose foi a derreter a 60 ºC com agitação constante durante 
30 min. A agarose derretida em capture buffer foi transferida para uma coluna GFX 
Microspin que vai reter o DNA por ligação a uma matriz de fibra de vidro. A mistura foi a 
incubar durante 1 minuto à temperatura ambiente e foi centrifugada a uma velocidade de 
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13 000 rpm durante um minuto. O eluado foi descartado e a coluna lavada com 500 µl de 
wash buffer type 1 e novamente centrifugada 1 minuto à uma velocidade de 13 000 rpm e este 
processo foi repetido novamente com 200 ul de wash buffer type 1 para assegurar que as 
proteínas e os sais contaminantes sejam retirados. Finalmente colocou-se a coluna que contém 
o DNA num eppendorf novo e adicionou-se 20 µl de água MiliQ e incubou-se durante 5 min à 
temperatura ambiente, seguiu-se uma centrifugação de 2 min à velocidade 13 000 rpm para 
recuperar o DNA em água. Os produtos de PCR obtidos foram para sequenciar (determinar 
sequência em nucleótidos) para confirmar a sua identidade.  
 
3.2.2.8 Reação de ligação  
 A ligação dos produtos PCR a um vetor pGEM® - T Easy vetor, (Promega) (vetor de 
clonagem) realizou-se na presença de uma enzima T4 DNA ligase que catalisa ligações 
fosfodiester entre os extremos 3’ -OH e 5’-P do DNA, necessitando de ATP e Mg2+ como 
cofactores, através de ligações covalentes. Os componentes que participam na reação são 
Ligase Buffer T4 ligase (10 x) - 1 µl, Vetor pGEM® - 0,3 µl, T4 DNA ligase – 0.75 µl, o 
produto de extração de banda - 4 µl, água miliq até prefazer o volume final de 10 µl . A 
reação foi a incubar a 4ºC durante a noite. 
 
3.2.2.9 Transformação bacteriana e seleção de clones transformados 
 A transformação de células competentes de Escherichia coli (E. coli) consiste na 
transferência do produto de DNA exógeno para uma bactéria. Considerando que as bactérias 
têm a capacidade de se multiplicarem de forma exponencial vamos no final obter inúmeras 
cópias do plasmídeo e consequentemente do nosso gene de interesse. A células bacterianas 
E.coli (100 µl) previamente preparadas no laboratório e guardadas a -80 ºC, foi adicionado 10 
µl de DNA da ligação e foram a incubar durante 30 min em gelo. Seguidamente procedeu-se a 
um choque térmico a 42 ºC durante 2 min, colocando-se novamente em gelo durante 5 min 
(Sambrook et al., 1989). Simultaneamente colocou-se uma placa com meio LB agar + 
ampicilina (50 mg/ml) IPTG (0,5 M) e X-gal (80 mg/ml) na estufa a 37 ºC para secar onde as 
bactérias foram semeadas em condições assépticas. As placas foram colocadas a 37ºC e o 
crescimento ocorreu durante a noite. O vetor pGEM- T easy possui um gene de resistência à 
ampicilina que permite que só as bactérias resistentes a este fármaco crescam. A cor branca 
das colónias positivas é devida ao facto deste vetor apresentar no Multiple Cloning Site 
(MCS) um segmento do gene lac-Z para a β-galactosidase de E.coli e sempre que ocorre a 
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inserção do DNA neste local a síntese de 3-galactosidase é inibida. Quando não há inserção 
do fragmento no MCS a enzima β-galactosidase é sintetizada e esta degrada o substrato X-gal 
(adicionado às placas) adquirindo as colónias uma cor azul, facilitando assim a sua 
identificação. As colónias positivas foram selecionadas nas placas e colocadas a crescer em 
meio LB + ampicilina líquido para favorecer o seu crescimento e para a extração do DNA 
plasmídico. As culturas líquidas de bactérias foram realizadas com agitação a 37 ºC durante a 
noite. Para a identificação rápida de clones positivos o “colony PCR” foi realizado em que as 
bactérias “possivelmente” positivas cresceram durante 2 horas a 37 ºC em 70 µl de líquido e 2 
µl da cultura bacteriana foi utilizada diretamente na reação de PCR utilizando os primers 
M13F e M13R de acordo com o ciclo: 95 ºC, 10 min (para garantir o rebentamento das 
bactérias por quebra da parede celular); 95 ºC 30 seg, 60 ºC durante 30 seg, 72 ºC, 30 seg 
repetidos 35 vezes; e 72 ºC 5 min). Os resultados foram observados em gel de agarose (gel 
2% DNA) de acordo com o descrito anteriormente.  
 
3.2.2.10 Extração de DNA plasmídeo  
 Este procedimento tem por base o método de lise alcalina de acordo com Sambrook et 
al., 1989. Cerca de de 2 ml da cultura bacteriana em meio liquido LB + ampicilina foi 
transferida para um eppendorf, e o pellet celular obtido por centrifugação durante 2 min à 
velocidade 13000 rpm à temperatura ambiente. O pellet celular foi ressuspendido em 100 µl 
de solução P1 (50 mM glicose, 25 mM Tris- HCl, 10 mM EDTA, pH8, com RNAse A) com o 
auxílio do vortex, e a suspensão celular foi a incubar durante 10 min à temperatura ambiente. 
De seguida adicionou-se 100 µl de P2 (0,2 M NaOH, 1 % SDS) (lise), misturou-se por 
inversão e colocou-se em gelo durante 5 min. Ao lisado foi adicionado 100 µl de P3 (3 M 
KAc (acetato de potássio) precipita o DNA). Misturou-se novamente por inversão e incubou 
10 minutos no gelo. Centrifugou-se 10 minutos à velocidade de 13000 rpm e o sobrenadante 
foi retirado para um eppendorf novo, onde se adicionou 600 µl (equivalente a dois volumes do 
liquido inicial) de Etanol 100%, frio para que ocorra a precipitação do DNA. Misturou-se por 
inversão e centrifugou-se durante 10 minutos à velocidade de 13000 rpm para sedimentar o 
DNA e descartar o sobrenadante. O pellet de DNA foi lavado duas vezes com 300 µl de 70 % 
etanol com centrifugações de 5 min à temperatura ambiente. Pellet foi seco ao ar e o DNA 
ressuspendido em 40 µl de água MiliQ. O DNA plasmídeo isolado foi quantificado no 
Nanodrop 1000 e depois utilizado para a construção das curvas de q-RT-PCR. 
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3.3 Quantificação de glicose no plasma 
  Na determinação da glicémia foram utilizadas amostras de plasma de robalo 
(Dicentrarchus labrax) obtido por centrifugação, e foi utilizado o Kit Glucose Assay for 
microplates (plasma and urine, Spinreact) o qual tem por base um método enzimático, que 
permite construir uma curva padrão para inferir o valor da concentração de glicose de cada 
amostra. Estes ensaios foram realizados por uma colega do laboratório e as amostras 
utilizadas pertencem a um projeto que está a decorrer no laboratório. 
 
3.4 Análise estatística 
 Os dados do q-RT PCR, tanto de tilápia como de robalo, foram obtidos no programa 
do equipamento StepOne Plus Real-Time PCR Detection System (Applied Biosystems, 
Portugal). Para o estudo da expressão dos diferentes recetores em tilápia não foi possível 
realizar análise estatística devido ao fato de não existir número suficiente de amostras. As 
diferenças estatísticas entre as concentrações de glicose no plasma e entre a distribuicão dos 
recetores em tecidos do grupo de robalos com baixos e elevados níveis de glicose foram 
realizados inicialmente testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov test) e os dados 
apresentavam uma distribuição normal e para isso recorreu-se ao teste t student para amostras 
independentes (unpaired t test) bilateral (two-tail) para comparar os dois grupos a partir da 
hipótese nula (não existem diferenças entre os dois grupos), com um intervalo de confiança de 
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4. Resultados 
 
4.1 Identificação dos diferentes recetores da subfamília do glucagon em 
peixes 
 Os membros da subfamília do glucagon foram identificados com base em pesquisas no 
genoma de vários peixes evolutivamente distintos incluindo representantes da class Agnatha, 
a lampreia marinha (Petromyzus marinus); o peixe cartilagíneo tubarão elefante 
(Callorhinchus millii); vários peixes teleósteos e no genoma do celacanto (Latimeria 
chalumnae) o representante mais próximo dos tetrápodes) e em ESTs de teleósteos (Teleostei, 
taxid:32443) com a sequência de proteína para os recetores homólogos de humano e de peixe 
zebra (tabela anexo 1). O genoma da enguia (peixe teleósteo que divergiu logo a seguir ao 
processo de duplicação do genoma dos peixes) e o genoma do robalo (Percomorpha e modelo 
de estudo no laboratório) foram também pesquisados. A análise de ESTs teve como principal 
objetivo a verificação das sequências de genes previstos em peixes e também de determinar 
quais os tecidos onde este tipo de recetores são mais abundantes para facilitar os estudos de 
expressão tecidular.  
 
Pesquisas de similaridade de sequências quer em bases de dados de DNA genómico 
como em ESTs (Transcriptoma) identificaram membros desta família desde o genoma de 
peixes mais ancestrais tal como o da lampreia até ao genoma do celacanto sugerindo que os 
membros da subfamília do glucagon emergiram cedo na evolução dos vertebrados (tabela 
anexo 2, Figura 13). Em lampreia e peixe cartilagíneo 3 recetores foram encontrados e no 
genoma de peixes teleósteos o número de genes varia entre 4 na spotted gar e nos 
representantes da linhagem dos Otomorpha (o peixe zebra e o peixe das cavernas) bem como 
no genoma das duas enguias, no entanto nos genomas e ESTs dos peixes Euteleostomorpha 
em algumas espécies (tilápia, robalo e Maylandia zebra) parece existir mais um membro desta 
família. No celacanto, um total de cinco recetores foram identificados. Para contextualizar a 
evolução dos membros desta subfamília em vertebrados pesquisas de similaridade de 
sequências foram também realizadas em genomas de alguns tetrápodes, e em mamíferos 
verificou-se a existência de 4 recetores tal como na galinha. O réptil (Anolis carolinensis) e o 
anfíbio Xenopus (Xenopus tropicalis) têm o mesmo número de genes que o celacanto e estes 
correspondem aos cinco membros desta família (Figura 13). Em peixes teleósteos o número 
de membros desta família é variável (3-5) e as diferenças observadas correspondem à 
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presença e/ou ausência do GIPR e GCRPR nos genomas de alguns peixes. Nos genomas de 
tilápia, robalo e Maylandia zebra foi encontrado o gene correspondente ao homólogo do 
GIPR de humano que não foi identificado nos outros genomas consultados. Mais ainda o 
novo membro desta família o GCRPR não foi encontrado nos genomas de peixes Otomorpha 
o que sugere que este recetor tenha sido apagado no decorrer da evolução nesta linhagem de 
peixes após a separação dos Euteleosteomorpha (maior grupo de pexes teleósteos com 
genomas disponíveis).  
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Figura 13. Número de membros da subfamília dos recetores glucagon identificados nos 
genomas de vários peixes. A relação filogenética entre as linhagens de peixes encontra-se 
representada. Os “*” representam genes cuja sequência foi confirmada pela existência de 
ESTs. n.i. indica “não identificado” pelas pesquisas realizadas. 
 
 Genes homólogos para o GCGR e GLP2R foram identificados em todos os genomas 
de peixes mas o GLP1R parece estar ausente. Duplicados para o GCGR existem em todos os 
peixes à exceção da sptotted gar e celacanto. Os genomas dos invertebrados o tunicado Ciona 
intestinalis e o cefalocordado Branchiostoma floridae também foram pesquisados para melhor 
compreender como evoluiu esta família de recetores e 2 genes putativos foram encontrados.  
 Os recetores para os quais foram identificados ESTs nas bases de dados e que 
confirmam a previsão de genes foram: para o GCGR em medaka (Oryzias latipes, 7), peixe 
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zebra (Danio rerio, 2), Esgana-gata (Gasterosteus aculeatus, 2) e também para a carpa 
(Cyprinus carpio, 1), peixe gato (Ictalurus furcatus, 3) e na marlonga negra (Dissostichus 
mawsoni, 2) que foram isolados em bibliotecas de transcritos de rim, fígado, e de fase 
embrionária. Para o GLP1R, verificou-se a existência de ESTs no peixe gato (1) e na carpa (1) 
em rim, músculo, cérebro, intestino e gónadas. Para o GLP2R, foram encontrados ESTs no 
cérebro, intestino, fígado e testículos do peixinho de cabeça-gorda (Pimephales promelas,3), 
de carpa da erva (Ctenopharyngodon idella, 1), e de Haplochromis burtoni (1) e para o GIPR 
um único EST foi encontrado em Eperlano-arco-íris (Osmerus mordax, 1) obtido de cDNA de 
vários tecidos. (Tabela anexo 2) 
 
4.1.2 Análise filogenética 
 Para melhor confirmar a identidade dos recetores encontrados nas diferentes espécies, 
todas as sequências foram submetidas a uma análise filogenética tendo por base um 
alinhamento múltiplo de sequências com a proteína deduzida de cada gene (Figura 14). 
Árvores filogenéticas foram construídas com diferentes métodos utilizando um alinhamento 
múltiplo de sequências nos quais as regiões TM foram identificadas com base em anotações 
para recetores já descritas e a região core da TM1 até à TM7 foi utilizada. Para ter uma 
melhor perceção da evolução as árvores foram enraizadas utilizando como outgroup a 
sequência para o PTHR1 do humano. Como resultado das pesquisas em bases de dados das 
diferentes sequências dos recetores em mamíferos, aves, répteis, anfíbios, celacanto, peixes 
teleósteos e cartilagíneos, agnatas, tunicatos e cefalocordados, e da árvore filogenética 
constata-se a presença de 5 grupos ou clusters de recetores distintos nos quais agrupam os 
recetores homólogos do GLP2R, GCGR, GIPR, GLP1R presentes em todos os mamíferos e o 
novo grupo do GCRPR recentemente identificado em vários vertebrados (Figura 14). Estes 
cinco grupos bem diferenciados parecem ter uma origem comum e o agrupamento basal das 
sequências de anfioxo e Ciona, apresentam clusters que quando comparados com os clusters 
de recetores identificados em vertebrados indicam que estes estão na origem da sua 
diversidade. De acordo com o agrupamento dos ramos para os diferentes clusters de recetores, 
o GIPR e GCGR são os mais próximos evolutivamente e o GLP2R parecer ser o grupo de 
recetores que divergiu primeiro no decorrer da evolução dos vertebrados (Figura 14).  
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Figura 14. Árvore filogenética obtida com o método de maximum likelihood dos 
diferentes recetores da subfamília do glucagon, de peixes outros vertebrados e 
homólogos em Ciona (Cin) e anfioxo (Bfl). A árvore filogenética foi construída utilizando 
um alinhamento de sequências de proteínas (TM1 até à TM7) dos recetores desta família de 
acordo com o modelo JTT+G+F e análise estatística de bootstrap de 100 réplicas. A árvore 
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foi enraizada com a sequência do humano para o recetor da PTH1R. Nome completo das 
espécies utilizadas na árvore estão indicadas na Tabela anexo 1. 
 
 Recetores homólogos para o GCGR e para o GLP2R de humano e peixe zebra foram 
identificados nos genomas de todas as espécies de vertebrados consultadas e, enquanto que o 
GLP2R existe sob forma de um único gene, o gene para GCGR em peixes apresenta duas 
cópias que se identificaram de GCGRa a e GCGRb, o que é coerente com os eventos de 
duplicação que se verificaram nos genomas dos peixes nas linhagens mais ancestrais. No 
entanto, no humano, no tubarão elefante (peixe cartilagíneo), no celacanto e na Lampreia 
(peixe primitivo) apenas um gene para esta família foi identificado. Em enguia dois recetores 
GCGR também foram identificados mas não agrupam com os recetores homólogos nos outros 
peixes, e o seu agrupamento na árvore sugere que a existência de genes duplicados no seu 
genoma é o resultado de uma duplicação específica na linhagem das enguias (Figura 14). Em 
peixes teleósteos recetores homólogos para o GLP1R não foram identificados mas a presença 
deste recetor foi identificada nos genomas de outros peixes tal como no celacanto e no 
tubarão elefante. Relativamente ao cluster do GIPR, também este existe sob a forma de uma 
única cópia e não está presente nas aves (galinha), encontrando-se somente em alguns peixes 
teleósteos, em mamíferos e no celacanto, nenhum gene homólogo foi identificado em peixes 
cartilagíneos ou na lampreia. O cluster do GCRPR possui uma única cópia do gene e foi 
identificado em teleósteos e tetrápodes à exceção do humano.  
 
4.1.3 Análise comparativa de sequências de recetores em peixes 
 As sequências de recetores identificadas neste trabalho em peixes, foram comparadas 
com os recetores homólogos de outros vertebrados com base na sua identidade/similaridade e 
na identificação de motivos estruturais e funcionais conservados.  
 
4.1.3.1. Similaridade e identidade 
 As percentagens de similaridade entre os peixes e outros vertebrados foram calculadas 
utilizando a tilápia como representante dos peixes teleósteos pois esta espécie possui os cinco 
tipos de recetores diferentes (Tabela 3). Quando se compara as diferentes sequências dos 
recetores de tilápia, os recetores GCGRa e GCGRb revelam ser os mais similares (68 % de 
similaridade e 54 % de identidade em aa).	   E os que se apresentam mais diferentes são o 
GLP2R e GCRPR, com as percentagens de identidade a variarem entre 29% e 54% e as 
percentagens de similaridade 43% e 68% em sequências de aa. Da comparação de sequências 
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dos recetores de tilápia com os recetores homólogos do robalo, takifugu e peixe zebra 
verificou-se que as percentagens de identidade e similaridade são bastantes elevadas. O 
robalo, de entre os peixes analisados nos quais foram identificados 5 recetores, é o que 
partilha maior identidade com a tilápia variando entre 70% em aa para os GIPRs e 88% em aa 
entre os GCGRb. O peixe zebra é o mais divergente e as percentagens de identidade variam 
entre 57% em aa entre os GLP2Rs e 64% em aa entre os GCGRb (Tabela 3).  
 
Tabela 3. Percentagem de identidade/similaridade entres os recetores da família do 
GCGR/GLP1R/GIPR de tilápia com os recetores homólogos de robalo, takifugu e peixe 
zebra 
 

















































 Quando se comparam os recetores de tilápia com o celacanto observa-se que o recetor 
que partilha maior similaridade é o GCRPR (66 % de similaridade em aa) e o menos idêntico 
é o GCGRb pois este peixe não possui este gene duplicado. O mesmo acontece para a spotted 
gar evidenciando a conservação do GCRPR em peixes (Tabela 4).  
 Através da análise dos 5 recetores da tilápia e sua comparação com os recetores do 
humano observa-se que a similaridade varia ente os 49 % e os 57 % em aa e o recetor de 
tilápia que partilha mais similaridade com o humano é o GIPR (Tabela 4). O Xenopus 
também apresenta 5 recetores tal como a tilápia e as percentagens de identidade entre os 
membros desta família entre o anfíbio e o peixe teleósteo variam entre os 28% para o GLP1R 
e 55 % em aa para o GCRPR, que é o mais idêntico entre as duas espécies. Quanto à lampreia 
como as sequências se encontravam bastante incompletas apenas foram calculados valores 
para o GLP2R que partilha 26% de identidade, e 36% de similaridade em aa com o homólogo 
da tilápia. A Ciona tem 2 recetores identificados GCGR-like a e GCGR-like b, e ambos 
partilham 44% de similaridade em sequência de aminoácidos com o GCGR de tilápia.  
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Tabela 4. Percentagens de identidade e similaridade dos recetores de tilápia com os 
recetores homólogos em humano, Xenopus, celacanto, spotted gar, lampreia e Ciona.  
Tilápia            
GCGRa 
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4.1.3.2. Motivos conservados  
  Análise comparativa entre os diferentes recetores de peixes (tilápia, robalo, takifugu e 
peixe zebra) permitiu identificar regiões conservadas que têm um papel importante na 
estrutura e função dos recetores homólogos em humano. Por exemplo todos os recetores 
identificados de peixes possuem na sua estrutura sete regiões transmembranares muito 
conservadas bem como seis cisteínas e locais de N- glicosilação (N-x-S ou N-x-T, x 
representa um aminoácido variável) conservados na região N-terminal da proteína que estão 
envolvidos na formação do “ligand-binding pocket” e consequente ativação do recetor 
(Figura 15) (Cardoso et al., 2006). De uma maneira geral outros motivos funcionalmente 
importantes em mamíferos e localizados na região N-terminal de todos os recetores das 
diferentes famílias são o aminoácido aspartato (D) e os motivos C-W-P, C-P e G-x-W (onde x 
representa um aminoácido variável) (Dealmeida et al., 1998 e Laburthe et al., 2002) (Figura 
15). Entre as regiões TM5 e 6 o motivo K-L-R/K que permite o acoplamento do recetor à 
proteína Adenil ciclase e o motivo R-L-A-R/K-S que também facilita o acoplamento do 
recetor ao complexo proteico Gsα é conservado entre os recetores de peixes com o humano e 
estes são mantidos relativamente bem conservados em todos os recetores (Cardoso, 2003) 
(Figura anexo 1,2,3,4). 
 Alinhamentos entre membros da mesma família permitiu identificar alguns motivos 
potencialmente característicos de cada recetor como por exemplo a existência de 3 locais de 
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N-glicosilação nos GCGRs e de 2 para os GLP1R e GCGRb de peixes na região N-terminal 
(Figura anexo 1). A existência entre as regiões TM3 e TM4 de locais para a fosforilação da 
proteína cinase C (PKC, motivo S/T-x-R/K) para os recetores GCGR/GLP1R e GLP2R que 
não está presente nas sequências do GIPR e GCRPR de peixes teleósteos (Figura anexo 1, 3, 
e 4). Mais ainda, alinhamentos identificaram a degeneração do motivo C-W-P bem como a 
ausência de duas cisteínas conservadas nas sequências de peixe zebra e de spotted gar para os 
membros do GIPR em peixes (Figura anexo 3). 
 
4.2 Péptidos precursores da família GCG/GLP e GIP em peixes 
A pesquisa de similaridade em sequências para identificação de genes putativos 
percursores para os péptidos GCG/GLP e GIP em peixes teleósteos identificou neste grupo de 
peixes 2 a 4 genes putativos (Figura 16).  
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Figure 15. Alinhamento de sequências de aminoácidos dos 5 recetores de tilápia. As 6 
cisteínas, outros domínios/motivos conservados e as 7 regiões transmembranares estão 
assinaladas. As letras assinaladas a negrito correspondem aos locais de N-glicosilação. A 
sublinhado encontra-se a região do peptídeo sinal nas sequências. Os motivos funcionais 
característicos encontram-se dentro de caixas.  
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Figura 16. Número de membros da família dos GCG/GLPs e GIP identificados nos 
genomas de vários peixes. A relação filogenética entre as linhagens de peixes encontra-se 
representada. Os “*” representam genes cuja sequencia foi confirmada pela existência de 
ESTs. n.i. indica “não identificado” pelas pesquisas realizadas.  
 
Em todos os peixes teleósteos dois dos genes identificados correspondem aos 
duplicados do proglucagon de peixe zebra (proGCG1 incluiu GCG, GLP-1 e GLP-2; 
proGCG2 inclui GCG e GLP-1). Só em tilápia, salmão, e peixe das cavernas é que um gene 
putativo para o precursor do GIP foi identificado (Tabela anexo 4) e homólogos do novo 
péptido GCRP foram identificados em todos os peixes teleósteos à exceção de robalo, 
platyfish, salmão, peixe zebra e peixe das cavernas (Figura 16). O número variável de genes 
identificados sugere que a evolução dos membros desta família foi bastante flexível em peixes 
teleósteos e que em peixes a taxa de retenção de genes é distinta. Na spotted gar e no 
celacanto dois genes: um para o glucagon e um para o GCRP foram identificados. No peixe 
cartilagíneo dois genes também foram identificados um deles é o proglucagon e outro 
corresponde ao GIP. Pesquisas realizadas no genoma das lampreias só identificaram genes 
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homólogos para os dois proglucagons o proglucagon I (constituído por GCG, GLP-1 e GLP-
2) e proglucagon II (com GCG e GLP-2) (Irwin et al., 1999). Pesquisas no genoma de 
humano confirmaram a existência de 2 genes, um para o proglucagon e outro para o GIP e a 
galinha apresenta um gene proglucagon, um GIP e um gene GCRP (Figura 16). 
 Pesquisas em bases de dados de ESTs identificaram clones que confirmam a previsão 
dos genes bem como permitiram alargar o número de sequências identificadas em peixes para 
melhor compreender a sua evolução e ter uma ideia sobre a sua distribuição tecidular. ESTs 
para o proglucagon1 foram identificados na medaka (Oryzias latipes, 1), salmão (Salmo 
salar, 1), bacalhau (Gadus morhua, 6),	   peixe zebra (Danio rerio, 6), peixe das cavernas 
(Astyanax mexicanus, 2), em killingfish (Nothobranchius furzeri, 4), barramundi	   (Lates 
calcarifer, 1), e no ciprinidiforme o peixe de cabeça gorda (Pimephales promelas, 2) e foram 
isolados não só na fase de embrião e larvar, mas também no intestino, fígado, cérebro e ovário 
de adulto. O número de EST identificados para o proglucagon 2 é variável mas encontra-se 
numa maior diversidade de peixes e foram identificados em medaka (Oryzias latipes, 4), 
salmão (Salmo salar, 2), bacalhau (Gadus morhua, 1),	  peixe zebra	   (Danio rerio, 3), tilápia 
(Oreochromis niloticus, 7), no peixe balão (Takifugu rubripes, 1) e também em outras 
espécies que não têm o genoma sequenciado tal como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykis, 
6), no killingfish (Nothobranchius furzeri, 18), no peixe gato (Ictalurus furcatus, 2), na 
dourada (Sparus aurata, 5), no peixinho raro (Gobiocypris rarus, 1) e na truta (Oncorhynchus 
tshawytscha, 2) e os clones foram isolados na fase embrionária e larvar, juvenil e em ovários, 
intestinos, fígado, cérebro e brânquias. ESTs para o GIP foram encontrados em peixe lúcio 
(Esox lucius), no salmão (Salmo salar), no peixe zebra, (Danio rerio), e na tilápia 
(Oreochromis niloticus). A sua expressão verifica-se ao nível de uma grande variedade de 
órgãos entre os quais: coração, rim, fígado, cérebro, tiróide, testículos, brânquias e baço 
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4.2.1 Análise filogenética 
 Com os resultados das pesquisas das sequências dos diferentes ligandos efetuou-se 
uma árvore filogenética com o objetivo de caracterizar a evolução dos peptídeos da família do 
GCG/GIP. Na árvore obtida observa-se a existência de três grupos distintos: o proglucagon, o 
GCRP e o GIP (Figura 17). Gene percursores para os péptidos da família glucagon foram 
retirados dos genomas de vários vertebrados e nenhum gene putativo foi identificado nos 
invertebrados anfioxo e Ciona. Recentemente, potenciais genes para os péptidos desta família 
e péptidos das secretinas (família relacionada) (Ciona 1 gene e anfioxo 4 genes) foram 
descritos nestas espécies mas as suas sequências partilham muito pouca similaridade para as 
dos vertebrados, e quando existe é restrita para pequenos motivos de aminoácidos dentro da 
região prevista para o péptido maduro e por esta razão decidiu-se não utilizá-las na análise 
filogenética que foi realizada com o precursor completo (Mirabeau e Joly, 2013). 
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Figura 17. Árvore filogenética obtida com o método de maximum likelihood dos 
membros da família do GCG/GLP e GIP de peixes e outros vertebrados. A árvore 
filogenética foi construída utilizando um alinhamento com as sequências de aminoácidos de 
diferentes vertebrados do precursor completo de acordo com o modelo JTT+I+G (gama 
shape=1.404 e i= 0.007 e análise estatística de bootstrap de 100 réplicas. Nome completo das 
espécies utilizadas na árvore estão indicadas na Tabela anexo 4. Os números 1 e 2 
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representam o proGCG 1 (GCG+GLP1+GLP2) e proGCG 2 (GCG+GLP1), na lampreia 
(Pma) I (GCG+GLP1+GLP2) e lampreia (Pma) II (GCG+GLP2). 
 
 
A análise geral parece indicar que, de acordo as ramificações, os três grupos de péptidos 
precursores partilham uma origem comum, que o proglucagon e o GCRP parecem ser mais 
relacionados filogeneticamente, e que o GIP divergiu a partir de um processo de duplicação 
que também originou o GCRP/proglucagon precursor. Todas as sequências identificadas em 
peixes agrupam de acordo com a sua similaridade e o grupo do proglucagon encontra-se 
duplicado em peixes. As sequências previamente isoladas de lampreia proglucagon I e II 
agrupam na base da divergência dos precursores homólogos, e a existência de dois genes 
precursores parece ter sido o resultado de uma duplicação específica em lampreia (Figura 
17). O mesmo parece acontecer para os dois proglucagons identificados em salmão, que 
agrupam no cluster do proglucagon 1 mas correspondem a dois proglucagon 1 duplicados. O 
proglucagon do peixe das cavernas e do peixe zebra agrupam com os proglucagons 2 de 
outros teleósteos sugerindo que estes também são o resultado de uma duplicação após a 
divergência dos peixes teleósteos. 
 
4.2.2 Análise comparativa de sequências de ligandos em peixes 
 A comparação entre as sequências obtidas de vários peixes com os homólogos em 
outros vertebrados permitiu caracterizar a estrutura dos precursores para o proglucagon, GIP e 
GCRP (Figura anexo 5, 6 e 7) bem como o alinhamento dos péptidos maduros possibilitou a 
identificação de motivos de aminoácidos conservados que se mantiveram durante o processo 
evolutivo e que poderão ser funcionalmente importantes também em peixes (Figura 18). O 
alinhamento de sequências indica que em peixes o proglucagon 1 contém as sequências para 
os péptidos GCG, GLP-1 e GLP-2 e o proglucagon 2 só codifica para o GCG e GLP-1 e estes 
resultam da transcrição de dois genes independentes. Em geral, o alinhamento entre os 
péptidos maduros permitiu identificar vários aminoácidos ou motivos de aminoácidos 
conservados entre as diferentes espécies tal como o motivo H1, G4-T5, D9, L14, F22 e W25-L26 
(Figura 18). 
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GCG 
Humano            : HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT------------- : 29 
Galinha           : HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMST------------- : 29 
Celacanto         : HSQGTFTSDYTKYLDTIRAQDFVQWLMST------------- : 29 
Tilápia_1         : HSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNN------------- : 29 
Tilápia_2         : HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNS------------- : 29 
Takifugu_1        : HSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNN------------- : 29 
Takifugu_2        : HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNS------------- : 29 
Peixe zebra_1     : HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLMNA------------- : 29 
Peixe zebra_2     : HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLMNS------------- : 29 
Spotted gar       : HSQGTFTNDYSKYLDTRRAQDFVQWLMST------------- : 29 
Lampreia I        : HSEGTFTSDYSKYLENKQAKDFVRWLMNA------------- : 29 
Lampreia II       : HSQGSFTSDYSKHLDVKQAKDFVTWLLNT------------- : 29 
 
GLP1 
Humano            : HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG----------- : 31 
Galinha           : HAEGTYTSDITSYLEGQAAKEFIAWLVNGRG----------- : 31 
Tilápia_1         : HADGTFTSDVSSFLKDQAIKDFVANLKSGQV----------- : 31 
Tilápia_2         : HADGTYTSDVSSYLQDQAAKEFVSWLKTGRG----------- : 31 
TaKifugu_1        : HADGTFTSDVSSYLKDQAIKDFVARLKAGQV----------- : 31 
Takifugu_2        : HADGTYTSDVSTYLQDQAAKEFVSWLKTGPG----------- : 31 
Peixe zebra_1     : HAEGTYTSDVSSYLQDQAAQSFVAWLKSGQP----------- : 31 
Peixe zebra_2     : HADGTYTSDVSSYLQDQAAKEFVSWLKTGRG----------- : 31 
Spotted gar       : HADGTYTSDVSSYLQDQAAKKFVTWLKQGQD----------- : 31 
Lampreia I        : HADGTFTNDMTSYLDAKAARDFVSWLARSDK----------- : 31 
 
GLP2 
Humano            : HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITDRK------- : 35 
Galinha           : HADGTFTSDINKILDDMAAKEFLKWLINTKVTQRD------- : 35 
Celacanto         : HADGSFTSDINKVLDTIAAKEFLNWLINSKDSQPR------- : 35 
Tilápia_1         : HVDGSFTSDVNKVLDSMAAKEYLLWVMTSKPSGES------- : 35 
Takifugu_1        : HVDGTFTSDVNKVLDSMAAKEYLLWVMASKPSGER------- : 35 
Peixe zebra_1     : HVDGSFTSDVNKVLDSIAAKEYLQWVMNSKASGTS------- : 35 
Spotted gar       : HADGSFTSDVNNVLDSIAAKEFIIWVMNSKPSEES------- : 35 
Lampreia I        : HAE-----DVNALLDRTMAKTFIEWLEKQNSNDQA------- : 30 
Lampreia II       : HSDGSFTNDMNVMLDRMSAKNFLEWLKQQGRG---------- : 32 
 
GCRP 
Galinha           : HSEGTFTSDFTRYLDKMKAKDFVHWL---------------- : 26 
Celacanto         : HSEGTFTSDFTRYLDKMKAKDFVRWL---------------- : 26 
Tilápia           : HSDGTFTSDFTHYLDKIKAKDFVEWL---------------- : 26 
Takifugu          : HSEGTFSHDFSRYLDKIKTKAFVEWL---------------- : 26 
Spotted gar       : HSEGTFSSDFTRYLDRIKAKDFVHWL---------------- : 26 
 
GIP 
Humano            : YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ : 42 
Galinha           : YSEATLASDYSRTMDNMLKKNFVEWLLARREKKSDNVIEPYK : 42 
Tilápia           : YAESTIASEFSKIMDSMVQKNFIKFLLSQRQKKTK------- : 35 
Peixe zebra       : YAESTIASDISKIVDSMVQKNFVNFLLNQREKKSEPALTEAL : 42 
Peixe das cavernas: YAESTIASDISKIMDSMVQKNFVNFLLNQREKKSMPTTMP-- : 40 
  
 
Figura 18. Alinhamento múltiplo da sequência deduzida do péptido maduro dos 
membros da família do GCG, GLP e GIP identificados em peixes com os homólogos em 
humano e galinha. As sombras indicam conservação entre os diferentes péptidos e o 
tamanho dos péptidos deduzidos em aminoácidos também se encontra descrito. Sequências 
deduzidas do proglucagon 1 e proglucagon 2 estão indicados com o sufixo 1 e 2, 
respetivamente a sublinhado estão os aminoácidos que foram identificados como responsáveis 
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4.2.2.1 O Proglucagon em peixes 
 Quando se compara o percursor do proglucagon 1 de humano, galinha, celacanto 
tilápia, takifugu, peixe zebra, spotted gar e lampreia, verifica-se que partilham uma elevada 
similaridade e que as sequências dos peixes teleósteos nomeadamente, tilápia e o takifugu são 
as mais idênticas em termos de sequência de aminoácidos (74 % identidade) e as sequências 
da lampreia as mais divergentes partilhando em geral entre 18-33% de identidade em aa com 
os outros vertebrados para o proglucagon 1ou 2. O celacanto e a spotted gar só apresentam 
um proglucagon que partilha 40 % e 49 % de identidade em aa com o humano, 
respetivamente (Tabela anexo 6). Em tilápia as sequências dos dois percursores são 38 % 
idênticas em aa. 
 Entre os péptidos maduros a similaridade é bastante mais elevada, com o peptídeo 
maduro GCG em peixes a partilhar mais de 72% de identidade com o humano. Entre peixes a 
identidade é 100% entre o GCG (1) e GCG (2) de tilápia e takifugu, respetivamente (Tabela 
anexo 9). O alinhamento de sequências indica que os péptidos maduros são bastante 
conservados e que essa conservação é maior na extremidade N- terminal. O peptídeo GCG 
tem início com os aminoácidos H1 e S2 em todos as espécies e varia no aminoácido seguinte 
que pode ser um Q3 ou E3, e verifica-se que o inicio H1-S2-E3 é consistente em todos os peixes 
e também na lampreia I (Figura 18 e Figura anexo 5) (Hwang et al., 2014). 
 
 O péptido maduro GLP-1, tal como o GCG, é bastante conservado entre peixes e as 
duas formas de GLP-1 partilham uma identidade superior a 64 % em sequência de aa, sendo a 
sequência de tilápia GLP-1 (2) e peixe zebra GLP-1 (2) 100 % idênticas. A sequência 
deduzida dos peptídeos maduros de tilápia GLP-1 (1) e GLP-1 (2) partilham 61 % e 74 % em 
aa com o homólogo em humano e este partilha 64 % e 48 % identidade em aa com a 
sequência para o GLP-1 deduzida de spotted gar e de lampreia (Tabela anexo 10). A 
comparação entre as sequências de péptidos maduros permitiram verificar que em humano, na 
galinha e no peixe zebra o péptido GLP-1 inicia a sequência com H1-A2-E3, e os restantes 
com H1-A2-D3 havendo uma mutação no terceiro aminoácido. Em humano os aminoácidos 
H1, T7, A18-A19-T20, F22-I23 e L26-V27 foram identificados como responsáveis pela interação 
com o recetor e verificam-se que foram na generalidade mantidos de forma conservada em 
peixes (Figura 18 e Figura anexo5) (Moon et al., 2012). 
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 O peptídeo GLP-2 em humano, na galinha e no celacanto apresenta, na região N-
terminal da sequência, os aminoácidos H1-A2-D3 no início. Na lampreia como existem duas 
sequências para o GLP-2 uma tem início com H1-A2-E3 e outra com H1-S2-D3, e nos restantes 
peixes que constam no alinhamento os aminoácidos H1-V2-D3 foram identificados no início 
da sequência. Foram ainda identificados na sequência do peptídeo GLP-2 do humano os 
resíduos D e K que se encontram assinalados na (Figura 18 e Figura anexo 5), como 
elementos importantes na interação com o recetor, o K é conservado também nas outras 
espécies, mas o D não (Moon et al.,2012). 
 
4.2.2.2 O precursor do GIP em peixes 
 Quanto à comparação das sequências do humano, galinha, tilápia, peixe zebra e peixe 
das cavernas, relativamente ao GIP, observa-se que a percentagem de identidade mais baixa é 
entre a tilápia e o humano e os valores mais elevados registam-se entre o peixe das cavernas e 
a tilápia com 36 % de identidade em aa (Tabela anexo 7). Quando, por comparação de 
sequências, se avaliou apenas o peptídeo maduro verificou-se que a maior percentagem de 
identidade é de 80 % entre o peixe zebra e o peixe das cavernas (tabela anexo 12). O número 
de aminoácidos que constitui o péptido maduro, nas espécies estudadas varia entre 35 a 42. 
Ao contrário dos outros membros desta família que iniciam com H1 o péptido GIP tem início, 
em todas as espécies utilizadas no alinhamento, com o aminoácido Y1 e, enquanto que na 
maioria das espécies o início é Y1-A2-E3, na galinha o péptido inicia com Y1-S2-E3. No 
alinhamento do peptídeo maduro apenas o aminoácido F22 é conservado em todas as espécies 
e os motivos G-T e W-L conservados nos outros membros desta família são degenerados à 
exceção do humano. Estudos de mutação do GIP em humano identificaram os resíduos E3, 
D9, F22-V23 e L26-L27 como elementos chave na interação ligando/recetor que de certa forma 
se mantêm relativamente constantes entre as espécies analisadas (Moon et al.,2012). O K30 
também foi indiciado como importante neste processo, no entanto nas outras espécies este 
aminoácido é substituído por R30. A H 1 e T7/S7 são conservados regra geral em todos os 
péptidos à exceção do GIP com Y1 e I7 ou A7 o que poderá indicar locais importantes 
responsáveis por uma interação seletiva (Figura 18) (Hwang et al., 2014). 
 
4.2.2.3 O precursor para o GCRP em peixes 
 Para o novo peptídeo não foi identificado nenhum precursor mas fragmentos de DNA 
genómico com sequências semelhantes à inicialmente identificada e descrita da galinha foram 
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identificados. A identificação deste péptido é relativamente recente e pouco se sabe acerca da 
sua função e motivos funcionais. Toda a análise comparativa desenvolvida se baseia na 
comparação das sequências com o péptido maduro deduzido da galinha. A comparação entre 
os peixes (takifugu vrs tilápia) e peixes com outros tetrápodes (takifugu vrs galinha) revelou 
que a sequência do GCRP é bastante conservada (75 % similaridade) (Tabela anexo 13) 
(Figura 18).  
 
4.3 Análise de linkage 
 A identificação dos genes para o GIPR e GIP no genoma de algumas espécies de 
peixes e a sua aparente ausência, quer para o recetor quer para o seu péptido ativador, em 
outras espécies de peixes filogeneticamente relacionados sugere que a evolução deste sistema 
em peixes foi bastante flexível e que sofreu diferentes pressões seletivas. Para melhor 
compreender o contexto da evolução do GIPR e GIP nos genomas de peixes o ambiente 
genómico entre as diferentes espécies de peixes foi comparado incluindo outros vertebrados 
tal como o homem, a galinha, o celacanto, o peixe cartilagíneo e a lampreia (Figura 19 e 
Figura 20).  
 A análise geral do fragmento de cromossoma que contém o gene para o GIPR em 
peixe zebra foi utilizado como modelo de origem para a comparação visto que foi o primeiro 
recetor GIPR descrito e encontra-se mapeado no genoma de peixe zebra (Figura 19). A 
análise comparativa da posição dos genes vizinhos do GIPR de peixe zebra com regiões de 
cromossomas homólogos em outras espécies revelou que existe um padrão de genes muito 
semelhante e que os mesmos genes que se encontram em redor o GIPR no peixe zebra 
também se encontram na região do genoma que circunda o GIPR do robalo, do peixe das 
cavernas, no spotted gar bem como no humano e no celacanto (Figura 19). Na generalidade o 
gene GIPR encontra-se sempre muito próximo dos genes GPR4 e EML2 tal como do gene 
CLIP3. No entanto, nos genomas de outras espécies de peixes tal como no Tetraodon, no 
stickleback (Esgana-gata), na tilápia, na medaka e no platyfish o mesmo padrão de genes foi 
também identificado contudo o gene para o GIPR parece estar ausente e, em algumas espécies 
estes genes encontram-se divididos por dois segmentos de cromossomas, sugerindo que esta 
região sofreu diferentes pressões evolutivas nas diferentes espécies (Figura 19). Curioso é o 
facto de o GIPR ter sido isolado em tilápia nas pesquisas de similaridade de sequências no 
genoma desta espécie e não terem identificado este gene na região do genoma onde se 
encontra o padrão de genes que acompanha o GIPR de peixe zebra, sendo estes encontrados 
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em dois fragmentos de cromossomas diferentes o que indica que o genoma desta espécie 
parece que não está bem anotado. O celacanto, um peixe que está na base da origem dos 
tetrápodes, também tem o GIPR já descrito no seu genoma que se encontra ladeado pelo 
EML2 e GPR4 no cromossoma JH126663.1, enquanto que no tubarão elefante (que não 
possui GIPR) todos os genes encontrados mapeiam para regiões do genoma distintas e o 
mesmo acontece na lampreia (Figura 19). 
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Figura 19. Esquema representativo da análise de sintenia de ambiente genómico para o 
GIPR. Genes vizinhos do GIPR em humano, galinha, celacanto, spotted gar, peixe zebra, 
peixe das cavernas, peixe balão (tetraodon), esgana-gata (stickleback), tilápia, robalo, 
medaka, platyfish, tubarão elefante e lampreia estão representados com diferentes cores com a 
identificação da posição e do cromossoma em cada uma das espécies representadas. 
 
 Em humano verifica-se a presença de um bloco de 3 genes (NOVA2, GPR4, EML2) 
todos eles no mesmo cromossoma que também estao muito proximos do GIPR no peixe 
zebra. No genoma da galinha o GIPR é ausente apesar de ter 4 genes 
(CALN1,TYW1,TIMM50, NAIF1) dos que existem no ambiente genómico do peixe zebra 
mas muito repartidos (Figura 19). 
 
 Para o gene do peptídeo GIP uma análise semelhante à realizada para os recetores foi 
efetuada e foram identificados 5 genes TTL6, SNF8, CALCOCO2, STX4 e SNX11 que 
fazem parte da região do genoma onde se encontra o GIP de peixes e outros vertebrados, 
sendo que o SNF8 encontra-se muito próximo do péptido (Figura 20). Em espécies onde o 
GIP não foi identificado tal como no genoma do tetraodon, stickleback, medaka, platyfish e 
spotted gar os genes vizinhos existem e as suas posições no genoma são conservadas. A 
posição do gene GIP foi identificada na tilápia e no celacanto, ainda que não esteja previsto 
no seu DNA genómico. É importante referenciar ainda que em todos os organismos que não 
revelam ter o peptídeo, tal como a lampreia, verificou-se a existência do gene SNF8 mas não 
foi identificado nenhum GIP (Figura 20).  
 Análise de genes de linkage foi também realizada para compreender como os genes 
para o GCGR/GLP identificados no invertebrado Ciona intestinalis se relacionam com os 
seus homólogos em vertebrados e para caracterizar a evolução dos membros desta família em 
vertebrados (Figura 21). Em Ciona existem dois genes putativos GCGR-like que se 
encontram muito próximos no cromossoma 2 e isto indica que estes possam ter sido 
originados por um evento de duplicação em tandem no genoma desta espécie. Os genes 
vizinhos para os recetores de Ciona foram identificados nas regiões homólogas (que contêm 
recetores para o GCGR/GLP1R e GIPR) na spotted gar e em humano e um padrão de genes 
semelhantes foi identificado. No spotted gar os genes vizinhos encontram-se distribuídos nos 
cromossomas LG2 onde mapeia o GIPR e LG10 onde se encontra o GCGR e GLP-2 enquanto 
que no humano ficam distribuídos no comossoma 17 onde se encontra o GCGR e o GLP2R 
mas também em dois cromossomas o 2 e 7 onde não existem recetores da família dos 
GCGR/GLP1R (Figura 21). 
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Figura 20. Esquema representativo da análise de sintenia de gene do ambiente genómico 
do GIP. Genes vizinhos do GIP em humano, galinha, celacanto, spotted gar, peixe zebra, 
peixe das cavernas, peixe balão (tetraodon), esgana-gata (stickleback), tilápia, medaka, 
platyfish, tubarão elefante e lampreia estão representados com diferentes cores e com 
identificação da posição e do cromossoma em cada uma das espécies representadas. 
 
O ambiente genómico encontrado conservado para o GIPR de spotted gar encontra-se no 
cromossoma 2 em humano evidenciando os diferentes eventos de duplicação e rearranjos no 
genoma que se verificaram durante a evolução. Curioso foi identificar conservação tanto no 
genoma da spotted gar como no humano para uma região do genoma (no spotted gar LG9 e 
no cromossoma 7 de humano) que contém o recetor GHRH que também é um membro da 
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Figura 21. Esquema representativo da análise de ambiente genómico entre o 
GCGR/GLP identificados no invertebrado Ciona e vertebrados spotted gar e humano. 
Cada um dos genes foi representado no cromossoma a que pertence com uma cor diferente, os 
genes GCGR, GLP2R,GCGRb e GIPR estão assinalados a vermelho e a laranja 
representamos GHRHR um recetor que também pertence à família 2 GPCR 
 
4.4 Distribuição tecidular dos diferentes recetores da subfamília do 
glucagon em peixes 
Para melhor caracterizar o papel fisiológico dos recetores da família dos GCG/GLPRs 
e GIPRs em peixes a distribuição tecidular dos cinco recetores identificados em tilápia foi 
caracterizada em diferentes tecidos por PCR quantitativo (Figura 22). No entanto, para ter 
uma ideia de qual o padrão de distribuição esperado uma pesquisa sobre a origem dos ESTs 
foi realizada e verificou-se que estes encontram-se expressos em diferentes tecidos: o GCGR 
é essencialmente expresso ao nível do rim, fígado e fase embrionária, o GLP1R é expresso 
tanto no rim como no músculo, no cérebro, no intestino e nas gónadas; o GLP2R é expresso 
no cérebro, no intestino, no fígado e nos testículos; o GIPR encontra-se expresso em vários 
tecidos; e o GCRPR não tem ESTs (secção 4.1). 
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Figura 22. Distribuição tecidular dos diferentes recetores da subfamília do glucagon 
obtida por PCR quantitativo em tilápia. A expressão dos cinco recetores foi obtida a partir 
de cDNA sintetizado de gónadas, músculo branco, brânquias, coração, fígado, rim, duodeno e 
cérebro. Os valores foram normalizados em relação à expressão do gene de referência 18S.  
 
 Em tilápia, de um modo geral, todos os recetores foram amplificados na maioria dos 
tecidos testados. Os recetores são, na generalidade, relativamente pouco abundantes e 
apresentam uma distribuição tecidular diferenciada sugerindo que possam ter papéis 
funcionais diferentes. O GCGRa, GCGRb e GCRPR são relativamente mais expressos do que 
o recetor para o GIP e para o GLP-2 (Figura 22). A expressão do GCGRa foi detetada em 
maior abundância no fígado e no cérebro, tem uma expressão intermédia no músculo branco, 
brânquias e gonadas e muito baixa no rim, duodeno e coração. O GCGRb é mais abundante 
no cérebro e menos expresso no músculo branco e fígado (Figura 22). 
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 Para a expressão do GCRPR é notória a maior abundância deste recetor no cérebro. 
Este recetor está também presente no fígado, no duodeno e nas gonadas com uma expressão 
intermédia e no rim, brânquias e músculo branco e coração apresenta uma expressão muito 
baixa. O GIPR tem uma distribuição relativamente homogénea em todos os tecidos 
amostrados, ainda que evidencie uma maior expressão nas gónadas, rim, músculo branco e 
coração, apresenta uma menor expressão ao nível do fígado, duodeno, cérebro e brânquias. O 
GLP2R é mais expresso no duodeno, e apresenta-se também expresso no cérebro, rim e 
gónadas e com uma expressão muito reduzida no coração, fígado, brânquias e músculo branco 
(Figura 22). 
 
4.5 Distribuição dos recetores da subfamília glucagon em relação aos níveis 
de glicose no plasma em peixes 
Para determinar qual a participação dos recetores membros da subfamília do glucagon 
na regulação da glicose no plasma em peixes teleósteos e comparar com o seu papel já 
descrito em outros vertebrados, a expressão dos recetores foi determinada e comparada entre 
peixes com diferentes níveis de glicose no plasma. Os tecidos utilizados provieram de peixes 
que foram submetidos a um jejum até 48h no entanto os dados de glicemia disponiveis 
indicavam que os elementos sujeitos ao mesmo período de jejum apresentavam valores muito 
diferentes. Devido ao este facto e de não existirem dados sobre a glicemia inicial os peixes 
foram agrupados de acodo com os seus níveis de glicémia baixo índice de glicemia (4.3 
mmol/l) e altos nível de glicemia (11.4 mmol/l) para verificar potências diferenças de 
expressão por comparação entre os dois grupos. Os tecidos escolhidos foram o cérebro, o 
fígado e o duodeno, uma vez que os recetores que provavelmente estão envolvidos na 
regulação da glicose GCGaR, GCGbR e GIPR têm maior expressão nestes tecidos. Dos 
animais experimentais foram recolhidos e anotados antes da dissecção dos tecidos, o peso e 
comprimento. 
 
Dois grupos de peixes (cada um com seis indivíduos) um com níveis baixos de glicose 
(glicose baixa) e outro com níveis elevados (glicose alta) (p < 0.001) foram selecionados a 
partir de uma experiência previamente realizada no laboratório em robalos (Figura 23). O 
robalo foi escolhido pois de acordo com os dados bibliográficos os seus níveis de glicose são 
bastante variáveis e podem mudar num curto espaço de tempo, como exemplo no jejum, ao 
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contrário do que se verifica em tilápia que após alguns dias de jejum ainda apresenta valores 
de glicose semelhantes aos iniciais (Hsieh et al., 2000, Viegas et al., 2011 e Enes et al., 2011). 
 
 
Figura 23. Gráfico com a variação dos níveis de glucose no plasma dos peixes usados. O 
plasma foi retirado de peixes com uma média de tamanho de 20.1+/-0.43 cm e de peso 
98.08+/-7.03 g. *** p <  0.001. De acordo com a bibliografia os níveis de glicose normal em 
robalo variam entre 2-3.5 mmol/l aproximando-se dos valores do grupo “glicose baixa”(Del 
Pozo et al., 2012).  
 
 A média dos níveis de glicose no plasma no grupo normal é cerca de 4,29 mmol/l e no 
grupo com glicose alta é de 11.37 mmol/l (Figura 23) e os tecidos escolhidos foram o fígado, 
o cérebro e o duodeno que são órgãos onde estes recetores são na generalidade mais 
abundantes e que têm um papel importante no metabolismo da glicose em vertebrados. De 
acordo com a bibliografia os níveis médios de glicemia em robalo varia entre 2-3.5 mmol/l e 
desta forma aproximam-se dos valores do grupo de glicose baixa (Del Pozo et al., 2012). A 
expressão dos recetores GCGR, GLP1R e GIPR foi analisada enquanto que os recetores 
GLP2R e GCRPR não foram testados. De uma maneira geral todos os recetores foram 
amplificados e a expressão obtida em robalo é semelhante à de tilápia. Da comparação dos 
níveis de abundância relativa dos recetores nos dois grupos de peixes verifica-se que não 
foram detetadas diferenças estatisticamente significativas dos níveis de expressão em relação 
aos diferentes níveis de glicose no plasma (Figura 24).  
 No duodeno, o recetor GIPR é o que apresenta maior expressão relativa, o GCGRa 
tem valores baixos, e os valores de GCGRb são quase indetetáveis. Quando se compara os 
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grupos em estudo verifica-se que o GCGRa e o GIPR apresentam valores de expressão 
relativa ligeiramente mais elevados no grupo de baixa glicose. No fígado de robalo, o GCGRa 
têm uma expressão relativa bastante superior à expressão obtida para o GIPR, e o GCGRb foi 
indetetável. Os valores do grupo com glicose baixa e glicose alta são muito semelhantes tanto 
para o GCGRa como para o GIPR. O cDNA de cérebro de robalo apresenta valores de 
expressão relativa para o GIPR e o GCGRb mais elevados do que para GCGRa e um aumento 
de glicose no plasma parece aumentar os níveis de expressão de todos os recetores mas parece 
ser mais notória para o GCGRb em relação ao grupo de glicose baixa, no entanto esta 
diferença não é estatisticamente significativa e mais replicados serão necessários para validar 










































Figura 24. Distribuição relativa da expressão dos recetores GCGRa, GCGRb e GIPR, 
em relação aos níveis de glicose no plasma em robalo. A distribuição dos recetores no 
duodeno, fígado e cérebro extraídos de dois grupos de robalos (n=6 por grupo) com diferentes 
níveis de glicose no plasma: baixa glicose (similar ao normal, Del Pozo et al., 2012) e elevada 
glicose. Os valores foram normalizados em relação à expressão do gene de referência 18S. 
Análise estatística foi efetuada utilizando o test t student para amostras independentes 
(unpaired t test (two-tail) bilateral e os gráficos foram obtidos no GraphPad Software 
(PRISM). 
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5. Discussão 
	  
Os recetores que são ativados pelo glucagon e pelos péptidos semelhantes ao glucagon 
têm um papel importante na regulação do metabolismo da glicose em mamíferos. Em outros 
vertebrados os mecanismos que regulam a homeostasia da glicose são pouco conhecidos e o 
papel do glucagon e seus recetores neste processo são na generalidade pouco estudados apesar 
de evidências de que possam exercer papéis fisiológicos semelhantes. Neste trabalho 
pretendeu-se caracterizar o sistema homólogo em peixes, caracterizar a sua evolução e 
determinar qual o seu papel na fisiologia e na regulação da glicose no plasma focando em 
estudos de expressão dos seus recetores.  
 
5.1 Evolução dos recetores e péptidos ligandos do sistema glucagon em 
peixes 
O resultado das pesquisas em diferentes bases de dados permitiu a identificação dos 
genes para os ligandos e recetores da família glucagon em peixes e outros vertebrados 
(Figura 13 e 16). Na totalidade a família dos recetores do glucagon apresenta 5 genes em 
peixes mas o número de genes identificados é bastante variável entre espécies, o que sugere 
que estes sofreram diferentes pressões evolutivas ao longo da radiação dos peixes (Figura 
13). O GLP2R é o único gene que parece ser identificado regra geral em todas as espécies, tal 
como o GCGR onde dois genes	   (GCGRa e GCGRb) duplicados são o resultado de uma 
duplicação específica no genoma de peixes. Em peixes não existe o homólogo do gene 
humano GLP1R e o correspondente homólogo GIPR de humano parece apenas existir em 
algumas espécies (Hwang et al., 2014, Irwin, 2014). Para além disso, um novo gene para um 
membro desta família, o GCRPR foi também identificado em alguns peixes teleósteos e no 
celacanto (Park et al., 2013). Sequências dos recetores da família glucagon foram também 
identificados em genomas de peixes ancestrais tal como a lampreia e em invertebrados como 
o caso da Ciona e o anfioxo, o que permite dizer que estes recetores são transversais a muitas 
espécies e têm uma origem precoce na evolução. A análise filogenética confirma a presença 
de 5 grupos de recetores distintos, que parecem ter uma origem comum, em que o GLP2R foi 
o que divergiu mais precocemente na evolução, de seguida o GLP1R e posteriormente o 
GCGR, GIPR e GCRPR, sendo o GIPR e o GCRPR mais próximos evolutivamente (Irwin et 
al.,2014) (Figura 14). Durante a evolução dos peixes o gene para o GLP1R parece ter sido 
eliminado, contudo o peptídeo existe e estudo funcionais utilizando ensaios in vitro com 
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células de mamíferos e ativação de vias de sinalização intracelular mostram que o recetor 
GCGRb é ativado pelo peptídeo GLP-1 de peixes e promove funções semelhantes ao 
glucagon (Musson et al., 2009 e Suzuki et al., 1990). O GIPR também não existe em aves mas 
o gene para o peptídeo GIP foi identificado, no entanto o recetor ao qual se pode ligar e o seu 
papel funcional em aves permanece por descobrir sugerindo que o GIP possa interagir com 
outros recetores da mesma família (Irwin et al., 2014). 
 
 No total 5 genes para os peptídeos pertencentes à família das hormonas do glucagon 
foram identificados em peixes e tal como os seus recetores, a sua evolução também foi 
bastante dinâmica (Figura 16). Estes genes dão origem a 7 péptidos maduros cuja função em 
peixes encontra-se muito pouco estudada. Entre as diferentes espécies de peixes analisadas o 
número de péptidos é bastante variável visto que em peixes alguns dos genes não foram 
identificados, mesmo pesquisando tanto o seu genoma como as bases de dados de 
transcriptomas. A molécula percursora do proglucagon é constituída de diferentes formas em 
vertebrados (Ng et al., 2010). Enquanto que nos mamíferos, aves e repteis é constituída por 
uma única sequência que codifica para exões diferentes o GCG, GLP-1 e GLP-2, o que parece 
sugerir que a origem destes peptídeos resultou de processos de duplicação de um só exão 
ancestral (Irwin et al., 2011 e Moon et al., 2012). Em peixes teleósteos existem dois genes 
para o proglucagon, talvez devido à duplicação em peixes. O proglucagon 1 é similar ao dos 
mamíferos (GCG, GLP-1, GLP-2) e o proglucagon 2 é mais curto e apenas constituído por 
GCG e GLP-1. O proglucagon em lampreia surge devido a eventos de duplicação 
independentes e por isso apresenta o proglucagon I (GCG, GLP-1, GLP-2) e o proglucagon II 
(GCG, GLP-2) o que sugere a perda específica de um exão GLP-1 (Ng et al., 2010 e Hwang 
et al., 2014). A análise filogenética do presente estudo é concordante com o anteriormente 
descrito e três grupos de sequências principais foram identificados e o proglucagon e o 
GCRPR partilham uma origem comum e parecem estar filogeneticamente mais relacionados, 
o GIP surge num ramo mais à parte e parece ter divergido primeiro (Figura 17).  
 
 A similaridade entre os péptidos maduros dos membros desta família de peixes com os 
mamíferos é bastante elevada e estudos funcionais demonstraram que os péptidos podem ter 
funções semelhantes que foram mantidas ao longo da evolução dos vertebrados (Figura 18). 
O glucagon humano tem a capacidade de ativar o GCGR em peixe dourado e em rã devido à 
similaridade e à conservação de sequências entre os recetores (Musson et al., 2009). Em 
mamíferos o GLP-1 de peixe ativa o GLP1R em rato e tem a capacidade de estimular a 
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produção de insulina (Musson et al., 2009). Em mamíferos o GLP-1 e GIP partilham uma 
elevada identidade (Moon et al., 2012) e isto reflete-se no seu papel funcional, ambas as 
hormonas têm um papel de incretina. Contudo, em peixes a sequência do GLP-1 parece ser 
mais semelhante com a sequência do GCG, uma vez que estudos indicam que o GLP-1 de 
peixes apresenta uma grande afinidade para com o GCGR, uma vez que o GLP-1 tem funções 
similares ao GCG (Hwang et al., 2014). A sequência do GCRP é bastante conservada entre 
espécies no entanto o seu papel funcional permanece por descobrir. O GIP ao contrário é o 
péptido mais divergente entre os mamíferos e os peixes no entanto estudos parecem indicar 
que o GIP de peixe zebra é capaz de estimular e ativar a sinalização intracelular no GIPR de 
rato (Musson et al., 2009).  
 
 Na realidade, quando se analisa em maior pormenor a evolução do gene GIPR e GIP 
em peixes verifica-se que este par recetor-hormona bem caracterizado em mamíferos, sofreu 
pressões seletivas bastantes distintas ao longo da radiação dos peixes, o que em parte pode 
explicar a sua não identificação neste trabalho no genoma de várias espécies (Figura 19 e 20). 
Nas espécies de peixes onde o gene para o GIPR (peixe zebra, peixe das cavernas, robalo, 
spotted gar e no celacanto) foi identificado, este encontra-se ladeado (ou em linkage) por três 
genes (GPR4, EML2 e CLP3) que também se encontram conservados no em humano 
(cromossoma 17) (Figura 19). Nos genomas de outras espécies caracterizadas, onde o gene 
para o GIPR está ausente, estes genes em linkage com o GIPR também foram encontrados 
pela mesma ordem ou então foram encontrados em segmentos de cromossomas diferentes o 
que parece ser indicativo da ocorrência de diferentes pressões seletivas nessa região ao longo 
da radiação dos peixes teleósteos (Irwin et al., 2014). O gene do peptídeo GIP nas espécies 
onde foi identificado apresenta genes vizinhos que são mantidos (SNF8 e CALCOCO2) na 
generalidade de forma conservada no genoma dos peixes onde o GIP parece não existir 
(Figura 20). Durante a evolução o gene para este peptídeo, à semelhança do que aconteceu ao 
seu recetor, parece ter sido eliminado do genoma de algumas espécies. As consequências 
fisiológicas da manutenção e/ou eliminação do gene para o recetor e seu péptido ligando em 
peixes e outros vertebrados permanece ainda por esclarecer. 
Para melhor compreender o perfil evolutivo da família dos recetores do glucagon e 
melhor compreender os resultados obtidos pela análise filogenética que sugere que o GLP2R 
foi um dos primeiros membros desta família a surgir (Figura 14), o ambiente genómico dos 
genes homólogos identificados em Ciona (que resultam de uma duplicação em tandem no 
genoma) foram comparados com as regiões do genoma que contém os genes para os recetores 
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em vertebrados (Figura 21). Da análise resultou a identificação de um gene DDX5 que se 
encontra muito próximo dos genes para o GCGR-like de Ciona no cromossoma 2 e que 
mapeia também perto do gene para o GLP2R tanto em spotted gar LG10 (teleósteos basal que 
não sofreu o processo de duplicação do genoma que afetou os teleósteos) e em humano no 
cromossoma 17 o que parece confirmar a ancestralidade do GLP2R (Hwang et al., 2014). 
Curioso é notar que, tanto em spotted gar como em humano, o GLP2R encontra-se no mesmo 
cromossoma que o GCGR, no entanto no peixe, homologia para o GIPR (cromossoma LG2) 
foi também identificada mas foi perdida em humano (GIPR em humano mapeia para o 
cromossoma 19) o que é também indicador das diferentes pressões seletivas que este gene 
sofreu ao longo do processo evolutivo. Mais ainda, homologia para a região do genoma que 
contém o GHRHR foi também identificada (Figura 21). O GHRHR é também um membro da 
família 2 ou das secretinas GPCRs e partilha similaridade com os recetores da família do 
glucagon (Siu et al., 2010 e Hwang et al., 2014). Em vertebrados os membros da família dos 
recetores para o glucagon e péptidos semelhantes como o GHRH e membros da sua família 
surgiram a partir de um gene ancestral comum antes da radiação dos vertebrados e esta 
similaridade observada no seu ambiente genómico parece indicar que talvez os recetores do 
glucagon-like em Ciona possam estar também na base da origem dos GHRH e membros da 
sua família. 
 
5.2 Papel funcional dos recetores da subfamília do glucagon em peixes 
Para determinar qual o papel funcional dos recetores da família glucagon em peixes 
caracterizou-se a sua expressão em vários tecidos de tilápia e em robalo (Figura 22 e 24). A 
tilápia é um teleósteo herbívoro e consegue utilizar na sua dieta até 50 % de hidratos de 
carbono (Polakof et al., 2012 e Hsieh et al., 2000) e, no seu genoma, os gene homólogos aos 
dos mamíferos incluindo o novo recetor GCRPR e péptido ligando foram identificados, o que 
parece indicar não só que este peixe apresenta um sistema de regulação semelhante ao 
utilizado pelos mamíferos no controlo da homeostasia da glicose mas também que outros 
genes desta família possam intervir neste processo. O estudo de expressão tecidular permitiu 
identificar, por comparação relativa dos níveis de expressão, quais os tecidos onde estes 
recetores são mais abundantes e aí terem um papel fisiológico mais ativo. A análise de 
expressão dos recetores foi também caracterizada em robalo. O robalo e a tilápia são peixes 
evolutivamente próximos no entanto devido aos seus distintos tipos de habitat e de 
alimentação (o robalo é carnívoro-consome mais proteína e a tilápia é herbívora-consome 
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mais hidratos de carbono) os seus níveis de regulação de glicose são controlados de maneira 
distinta e em robalo pode variar num curto espaço de tempo, enquanto que em tilápia pode 
demorar até 3 semanas mesmo em períodos de jejum (Hsieh et al., 2000, Viegas et al., 2011 e 
Enes et al., 2011). Daí para analisar a variação dos níveis de glicose no plasma e o papel dos 
recetores membros da família do glucagon o robalo tenha sido escolhido como modelo de 
estudo em vez de tilápia. 
Em tilápia, o GCGRa apresenta uma maior expressão ao nível do fígado, o que 
também se verifica em robalo e em mamíferos (humano) onde a expressão desse recetor é 
essencialmente no fígado desempenhando um papel importante nos processos de 
glicogenólise e gliconeogénese em mamíferos (Kim et al., 2008). A produção do peptídeo 
GCG em peixes é ao nível dos corpos de Brockmann, ilhéus que se encontram dispersos no 
tecido adiposo localizando-se em redor do ducto biliar, mas este encontra-se armazenado 
sobretudo no fígado para permitir a disponibilização da glicose (Polakof et al., 2012).   
A expressão do recetor GCGRb em tilápia é notoriamente no cérebro e o mesmo 
acontece em robalo (Figura 22).  
Em peixes o GCGRb é o duplicado do GCGRa mas, estudos funcionais de ligação aos 
péptidos revelou que este recetor tem propriedades funcionais idênticas ao GLP1R de 
tetrápodes e é ativado pelo péptido GLP-1 de peixe (Irwin et al., 2014). Em peixes e outros 
vertebrados o GLP-1 faz parte do mesmo precursor que o GCG e é também produzido nos 
corpos de Brockmann e foi isolado em peixes, no trato gastrointestinal, fígado e cérebro mas o 
péptido parece ter como principal órgão de ação o fígado (Polakof, 2012). Em mamíferos o 
recetor GLP1R encontra-se expresso nas células β do pâncreas onde a sua principal função é a 
estimulação da secreção de insulina, também ao nível do sistema nervoso central está 
associado a funções neuro-protetoras e na redução do apetite (Polakof et al., 2011). Em outros 
vertebrados as funções associadas a este recetor são relativamente bem conservadas mas em 
peixes parece ter uma função semelhante ao GCGR.  
Relativamente ao GLP2R em tilápia este recetor foi significativamente mais expresso 
no duodeno em comparação com os outros tecidos analisados, mas também foi detetada 
expressão no cérebro e nas gónadas (Figura 22). A abundancia da expressão do GLP2R no 
duodeno de tilápia é consistente com o seu perfil de expressão em humano. Em humano, a 
função do GLPR2 e do seu péptido encontra-se muito pouco estudada comparativamente com 
os outros membros da família do glucagon mas  estudos indicam que tanto o péptido GLP2 
como o seu recetor encontram-se essencialmente no intestino, o péptido é secretado após a 
ingestão de alimentos, e também permite a proliferação de células intestinais, e participa na 
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regulação da capacidade de absorção (Marathe et al., 2013).  Embora o papel funcional do 
péptido GLP-2 em peixes seja pouco conhecido, em truta arco-íris este péptido foi transcrito 
como parte do gene do proglucagon em intestino e cérebro (Irwin et al., 1995). No nosso 
estudo o recetor GLP2R em tilápia tem uma maior expressão ao nível duodeno e o seu papel 
funcional foi possivelmente mantido conservado ao longo da evolução.  
Em tilápia o GIPR apresentou uma distribuição equilibrada nos tecidos analisados e é 
dos recetores desta família um dos membros menos expressos (Figura 22). Em peixes, o 
papel do GIPR é pouco conhecido e isto prende-se com ao facto de este recetor estar ausente 
no genoma da maioria dos peixes o que sugere que a sua importância funcional é relativa de 
espécie para espécie. O único estudo funcional em peixes em que o sistema GIP foi descrito 
foi realizado em peixe zebra onde o péptido GIP foi caracterizado e o seu transcrito 
amplificado no pâncreas e intestino evidenciando a importância deste péptido e do seu recetor 
no aparelho gastrointestinal (Musson et al., 2009). Em mamíferos este recetor é mais expresso 
no pâncreas, estômago e tecido adiposo, mas também foi identificado no coração, pulmões e 
no sistema nervoso central, considera-se estruturalmente semelhante ao GLP1R humano e 
funcionalmente participam ambos na estimulação da secreção de insulina. Em mamíferos o 
GIPR também está associado à regulação do metabolismo dos lípidos mas a sua função em 
tecidos ainda é desconhecida (Yabe et al., 2011, Baggio et al.,2007). Em peixe zebra um 
aumento do GIP foi detetado em resposta ao jejum e esta resposta fisiológica é antagónica ao 
que observa em mamíferos (Musson et al., 2009). Estudos de Park et al., 2013 parecem 
sugerir que o GCRPR é filogeneticamente bastante semelhante como o GIPR e no caso do 
peixe zebra que apresenta o sistema GIP/GIPR mas não apresenta o GCRP/GCRPR pode 
indicar que a presença de um pode ditar a ausência de outro. No presente estudo verificou-se 
que o GIPR em tilápia tem uma expressão muito diversificada o que parece não clarificar a 
sua função. O novo recetor GCRPR, foi identificado recentemente em peixes tendo por base a 
identificação de homólogos em tetrápodes tal como a galinha e anfíbio. Em mamíferos este 
recetor não foi detetado e de acordo com estudos anteriores foi eliminado do genoma dos 
mamíferos ao longo da evolução (Hwang et al., 2014). Devido à sua recente identificação 
poucos estudo sobre o seu papel funcional existem e a elevada expressão tecidular no cérebro 
em relação aos outros tecidos, que também já foi referenciada noutros estudos (Irwin et 
al.,2011 e Irwin et al.,2014), indica que este recetor poderá estar envolvido na regulação 
neuroendócrina no cérebro. A sua expressão no duodeno, fígado e gónadas indica outros alvos 
potenciais para a sua ação que permanecem por descobrir. 
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Existe uma grande diversidade de espécies de peixes e de acordo com os seus hábitos 
alimentares eles agrupam em herbívoros, carnívoros e omnívoros. Dependendo do tipo de 
alimentação os mecanismos envolvidos na regulação da glicose variam e, enquanto há peixes 
que têm a capacidade de manter níveis constantes de glicose no plasma por longos períodos 
de jejum e daí serem considerados intolerantes (não regulam a glicose), existem outros em 
que a variação acontece num curto espaço de tempo (Polakof et al., 2012). A elevada 
tolerância de alguns peixes a valores de glicose no plasma baixos sugerem uma melhor 
adaptação destes a longos períodos de privação de comida em relação ao que se verifica nos 
mamíferos (Polakof et al., 2011). Teste de tolerância à glicose através da injeção de glicose no 
plasma confirmam a existência de um mecanismo de regulação da glicose em peixes e este 
parece ser dependente de espécie para espécie e não está relacionado com o tipo de 
alimentação. Por exemplo, a carpa e a tilápia são dois peixes herbívoros/omnívoros mas 
enquanto que a tilápia demora 24 h a repor os níveis normais de glicose, em carpa este 
mecanismo é mais rápido e acontece em menos de cinco horas (Figura 10, Polakof et al., 
2012). Isto sugere que existem vários outros fatores independentes da alimentação, tais como 
temperatura da água e o gasto energético que podem influenciar a regulação da glicose em 
peixes (Polakof et al., 2012).  
Em peixes, tal como em outros vertebrados a glicose é essencialmente uma importante 
fonte de energia para o funcionamento de tecidos como o cérebro, brânquias, eritrócitos e 
gónadas e, tal como em mamíferos, os membros da família do glucagon possuem um papel 
importante neste processo. Tanto em peixes como em mamíferos o fígado é o órgão central na 
homeostasia da glicose onde ocorre a metabolização da glicose armazenada (glicogénio) 
disponibilizando essa forma de energia para o organismo. O glucagon tanto em peixes como 
em mamíferos participa essencialmente disponibilizando a glicose através da gliconeogénese 
e glicogenólise (Enes et al., 2008) e o seu recetor GCGR é bastante expresso. No entanto, 
apesar da aparente homologia funcional entre peixes e mamíferos existem péptidos que têm 
comportamentos diferentes e enquanto que em mamíferos o GLP-1 tem função de incretina e 
aumenta com o aumento de glicose no plasma, em peixes o GLP-1 tem um comportamento 
idêntico ao GCG mas estudos utilizando GLP-1 de peixe em ensaios utilizando pâncreas de 
cão e de rato canulados verificaram que este tem o papel de incretina sugerindo que a 
diferença do seu papel funcional em peixe está associado ao seu recetor e às diferenças entre o 
GLP1R de mamífero com o GCGRb de peixe (Musson et al., 2009). 
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Para melhor caracterizar qual o papel funcional dos recetores da família do glucagon 
na regulação dos níveis de glicose e identificar os recetores “alvo” neste processo em peixes, 
a expressão dos recetores foi caracterizada em dois grupos de robalos com diferentes níveis de 
glicose em fígado (órgão central na reposição dos níveis de glicose), duodeno (órgão onde 
ocorre a absorção de glicose e que transmite ao cérebro a informação sobre a energia 
consumida) e no cérebro (centro nervoso da regulação hormonal de glicose) (Figura 24). O 
robalo é um peixe carnívoro e a maior parte de glicose do plasma é obtida por vias 
metabólicas e apenas uma pequena parte resulta da absorção na dieta (Viegas et al., 2011 e 
Enes et al., 2011). O robalo tal como a tilápia possui os cinco recetores do sistema glucagon, 
o que sugere que os mecanismos envolvidos na sua regulação possam ser semelhantes entre as 
duas espécies. Os dados de glicemia obtidos do robalo para os peixes amostrados no mesmo 
período de tempo de jejum apresentavam valores muito dispares o que pode sugerir que os 
diferentes indivíduos já estariam a regular a glicose mas não de uma maneira sincronizada. 
Assim sendo e para provar a ideia de que o sistema do glucagon actue no jejum foram 
agrupados indivíduos de acordo com os níveis de glicemia. No fígado de robalo o grupo com 
glicose mais elevada e o grupo com glicose mais baixa, não apresentou alterações nos níveis 
de expressão dos recetores GCGRa e GIPR sugerindo que nenhum destes recetores está 
envolvido neste processo para o caso experimental testado. O mesmo acontece para duodeno 
e cérebro onde não se verificaram diferenças estatísticas entre os diferentes grupos de peixes. 
Embora o cérebro seja o órgão mais afetado e os níveis de expressão do recetor GCGRb 
parece acompanhar os níveis de glicose estas diferenças não são estatisticamente 
significativas (Figura 24). O cérebro de peixes, utiliza como fonte de energia corpos 
cetónicos, lactato, ácidos gordos, aminoácidos mas também glicose e apesar de ter menos 
reservas de glicogénio do que o fígado (Schmidt e Wegener, 1988, Foster et al., 1993, 
Plisetskaya et al., 1993), também as utiliza como forma de obtenção de glicose, evitando a 
necessidade de recorrer à glicose em circulação. Estas reservas revelam-se muito importantes, 
uma vez que quando os níveis de glicogénio são baixos os peixes podem até mesmo morrer, 
foi provado que a injeção de glicose no cérebro de peixe provoca alterações no metabolismo 
dos hidratos de carbono a nível hepático como forma de regular os níveis de glicose (Polakof  
et al., 2011 e Polakof et al., 2012). Isto sugere que o cérebro é um dos primeiros órgãos a 
responder e podemos sugerir que a variação dos níveis de GCGRb observados poderá estar 
associada a este processo de degradação do glicogénio e produção de glicose, o que está de 
acordo com os dados obtidos para os níveis de GLP1 em truta que sugere ter funções 
semelhantes ao glucagon (Figura 11, Polakof et al., 2012) No futuro outros testes usando 
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indivíduos com discrepâncias mais acentuadas dos níveis de glicose no plasma, recorrendo a 
experiências com monitorização dos níveis de glicose, glicogénio num estado inicial e após o 
jejum poderá clarificar melhor qual a intervenção dos receptores da família glucagon no 
metabolismo da glicose. Em alternativa pode também recorrer-se a um teste de tolerância de 
glicose para obter resultados mais fidedignos do envolvimento e importância do GCGRb e 
outros recetores na regulação da glicose em peixes. Outro aspeto importante, seria a 
comparação da expressão do péptido e do receptor nos diferentes tecidos.  
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6. Conclusões 
	  
Neste trabalho genes homólogos para os recetores que ligam ao glucagon e péptidos 
semelhantes em mamíferos foram isolados e caracterizados em peixes bem como os seus 
potenciais péptidos ativadores. Os recetores e ligandos da família do glucagon surgiram cedo 
no processo evolutivo e foram encontrados desde o genoma do peixe ancestral a lampreia, 
bem como nos genomas de Ciona e do anfioxo (invertebrados). Entre peixes o número de 
genes identificados é bastante variável. No total, cinco recetores foram isolados e estes 
evoluíram de maneira distinta dos genes homólogos em humano. Duplicados para o GCGR 
foram identificados em todos os peixes teleósteos (à exceção da spotted gar e celacanto) e o 
GIPR apenas foi identificado em algumas espécies sugerindo que a manutenção deste recetor 
em peixes foi dependente de espécie para espécie, e as consequências funcionais da presença 
e ausência do GIPR e GIP em peixes permanecem por descobrir. O GCRPR é o novo recetor 
desta família e foi identificado em alguns peixes teleósteos e no celacanto, não se encontra em 
mamíferos, mas existe em aves e, tal como o GIPR, o gene para este recetor parece não existir 
em alguns peixes. 
A análise filogenética sugere que os recetores e péptidos sofreram diferentes pressões 
evolutivas e isto afetou a evolução dos pares hormona-recetor. O GLP2R foi o primeiro 
recetor a emergir, o que se confirma quando se compara com o genoma de Ciona que contém 
dois recetores GCGR-like e se identificam genes em linkage com o GLP2R, enquanto que nos 
péptidos a evolução do GIP foi distinta dos outros membros e o GCRP emergiu do mesmo 
ancestral que o proglucagon que contém os péptidos GCG, GLP-1 e GLP-2.  
A distribuição tecidular dos recetores em tilápia sugere que estes têm uma abundância 
e distribuição distintas e possivelmente têm diferentes papéis funcionais que poderão ser em 
parte semelhante aos mamíferos: o GCGRa é mais abundante no fígado, o GCGRb no cérebro 
e o GLP2R no duodeno. Em tilápia um o GIPR seja notoriamnente mais expresso não foi 
identificado o que sugere um papel pouco específico e GCRPR foi encontrado no cérebro, 
duodeno, fígado e gónadas mas a sua função em peixes permanece ainda por descobrir. 
Comparação da expressão relativa dos recetores entre dois grupos de robalos com diferentes 
níveis de glicose no plasma não permitiu identificar os recetores envolvidos neste processo 
embora o cérebro seja o tecido mais afetado. A importância relativa deste sistema na 
homeostasia da glicose em peixes, permanece ainda por desvendar e outros estudos 
necessitam de ser realizados para melhor caracterizar a sua função em peixes. 
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Tabela anexo 3. Percentagens de identidade e similaridade da sequência completa de 
proteína deduzida dos recetores da subfamília do glucagon em Tilápia. 
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Tabela anexo 6. Percentagens de identidade e similaridade do ligando GCG 
completo; GCG 1 (GCG+GLP1+GLP2) e GCG 2 (GCG+GLP1), na lampreia I 
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Tabela anexo 7. Percentagem de identidade e similaridade para o GIP. 
	  
 









































Tabela anexo 8. Percentagem de identidade e similaridade para o péptido preditivo 
GCRP  
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Tabela anexo 9. Percentagens de identidade e similaridade do péptido maduro 
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Tabela anexo 10. Percentagens de identidade e similaridade do péptido maduro 
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Tabela anexo 11. Percentagens de identidade e similaridade do péptido maduro 
GLP2. I e II referem-se ao facto de na lampreia existirem duas sequências para o GLP2. 
 
 Galinha Celacanto Tilápia Takifugu  Peixe zebra  
Spotted 








































































































Peixe zebra   
 










Spotted gar  
 









Lampreia I  
 








Tabela anexo 12. Percentagens de identidade e similaridade para o péptido 
maduro GIP em galinha, tilápia, peixe zebra e peixe das cavernas. 
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Tabela anexo 13. Percentagens de identidade e similaridade para o péptido 
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Figura anexo 1. Alinhamento de sequências de aminoácidos do recetor 
GCGR/GCGRa e GCGRb/GLP1R no humano (Hsa), celacante (Lch), tilápia 
(Oni), robalo (Dla), takifugu (Tru), peixe zebra (Dre) e spotted gar (Loc). 
Identificação das 6 cisteínas e outros domínios conservados e das 7 regiões 
transmembranares. As letras marcadas a vermelho correspondem aos locais de interação 
com os ligandos, as letras assinaladas a negrito correspondem aos locais de glicosilação. 
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Figura anexo 2. Alinhamento de sequências de aminoácidos do recetor GLP2R. 
Identificação das 6 cisteínas e outras regiões/motivos conservadas das 7 regiões 
transmembranares. A negrito encontram-se assinalados os locais de glicosilação, as 
letras vermelhas correspondem aos locais de interação com o ligando no humano e o 




Humano     : MKLGSSRAGPGRGSAGLLPGVHELPMGIPAPWGTSPLSFHRKCSLWAPGRPFLTLVLLVSIKQVTGSLLEETTRKWAQYKQACLRDLLKE---PSGIFCNGTFDQYVCWPHSSPG : 112 
Celacanto  : --------------------------------------------------PIFKLMDLLIFLQAKGASLEDTIRMWFEYKEQCLNTITSESVYRTGVYCNGTFDQFVCWPDSPPG :  65 
Tilápia    : -------------------------------MPAPLPAWHKRT-----KLLLTLLFIIYNNQKVTGSLLESLIAKRNEYSKNCNKTLVASALSITGNYCKGAFDMFVCWPHSSPG :  79 
Robalo     : -------------------------------MPTLLPTWHKRTRTTAGHTFLLSLVFVIFNHQVSGSELETLIAKRTEYWENCNR--TLSALLETGIYCKGTFDTFVCWPHSSPG :  82 
Takifugu   : -----------------------------------------------------------------GSMLESLIMKRAEYLESCNTS--LGMLSQTGIYCKGTFDMFVCWPHSAPG :  48 
Peixe zebra: --------------------------------------------------------------EVSGSVLDDLIYKRSEYQENCTRFLTATLPAGTGTFCNGTFDVFACWPHSSPG :  53 
Spotted gar: ---------------------------------------NTSNAQSAWQAIMNVKARKQVCLMVMGSGLKETMRKWSEYRANCTNMLANKSLQGTGVYCKGSFDNFACWPHSPPG :  76 
                                                                                                                                    
                
Humano     : NVSVPCPSYLPWWSEESSGRAYRHCLAQGTWQTIENATDIWQDDSECSEN-HSFKQNVDRYALLSTLQLMYTVGYSFSLISLFLTLTLLLFLRKLHCTRNYIHMNLFASFILRTL : 226 
Celacanto  : NVSVPCPWYLPWVKKGSTGRVYRVCSHKGLWDTVQNSTQVWRDHSECSQHNQYFNQTEQEHLLLTVIRFLYTVGYSLSLASLLLAVLILLLMRKLHCTRNYIHINLFCSFILRVI : 180 
Tilápia    : NVSVPCPSFLPWISDDTSRSAHRECLENGRWRQMENSSEPWRDVSECEEH-HYFKDKEDEMLRHTALRLISVIGYSLSLVSLILATLLMGMLRKLHCTRNYIHMNLFVSFILRAA : 193 
Robalo     : NVSVPCPSYLPWIKEDVSRRVHRECLENGRWRQRENSSEPWRDDSECKED-DYFKDKEDELHRQTALRLISVIGYSLSLSSLTLATLLMGLLRKLHCTRNYIHMNLFVSFILRAM : 196 
Takifugu   : NVSVPCPSYLPWISEDGSRRAHRECLENGTWRERENSSEPWRDDSECKEE-HYFKDKEDEMHLQTALRLISIIGYSLSLFSLTVATLVMAMLRKLHCTRNYIHMNLFVSFILRAM : 162 
Peixe zebra: VVSVPCPPYLPWIREGATGNVYKECTVNGTWKTEENSSSVWRNQSECENH-YFFKSEVNIAAIQSVLRVLSIVGYSLSFSSLCLAVLIMSLLRKLHCTRNYIHINLFVSFMFRAI : 167 
Spotted gar: IVSILCPSYLPIFTEGRTGYLYRNCTDGGTWLTIENSSEIWRNHSECAEFSHHFRPQEEEKTWQLVLRIVYTIGYSLSLSSLSLAVIILLLLRKLHCTRNFIHINLFTSFILRAV : 191 
                                                                                      TM1                             TM2                
                    
Humano     : AVLVKDVVFYNSYSKRPDNENGWMSYLS-EMSTSCRSVQVLLHYFVGANYLWLLVEGLYLHTLLEPTVLPERRLWPRYLLLGWAFPVLFVVPWGFARAHLENTGCWTTNGNKK-- : 338 
Celacanto  : AVFVKDSILDHTYSKRPNNEMGWTSYFKSQLSMACRATHILMNYFVVANHYWLLVEGIYLHTLLVTVVLSEKRLLQRYILIGWVFPVLFVVPWIITKALYENKGCWTAQGSFKSG : 295 
Tilápia    : AILSKEIIMHIMYSNLPKDDPGWNTYSSSPIVIMCRLSKVCMEYFVACNYFWLLVEAIFLHTLLFTAVLTKRCLLKKYMLLGWGTPALFVTPWTVVKILYENTECWS----IINR : 304 
Robalo     : AVISKEIILYIMYSNLPKDDPGWNSYSSSVIALMCKISKVCMEYFVACNYFWLLVEAIFLHTLLFTAVLTKRRLLKRYMLLGWGTPVLFVTPWTVVKILFENTGCWS----IVNR : 307 
Takifugu   : AVILKEIIFYIKHFNLPKDDPGWKSYADSAIVLSCRVSAVCMQYFVACNYFWLLVEAVFLHTLLFSAVLTKRRLLKRYMLLGWGTPVLFVTPWTVVKILHENTGCWS----IMNK : 273 
Peixe zebra: AVITKEVILQVAYSNLPRDEVGWNSYTKSAISFICKASKVSLEYFVGCNYFWLLVEAVFLHTLLFTAVLTRKTLLKKYIFIGWGTPLLFVIPWTVAKTLYENKSCWM----NNIR : 278 
Spotted gar: VILAKEIILYETYSKRPKDETGWIYILNSENSPFCRAVQVFMHYLIGANAFWLLVEGIFLHTLLVTPVLSEKRLLKKYMVIGWGTPIMFVVPWAVTKALYENEGCWRR---NTNM : 303         
                                                           TM3                                 TM4                                
     
Humano     : -IWWIIRGPMMLC-VTVNFFIFLKILKLLISKLKAHQMCFRDYKYRLAKSTLVLIPLLGVHEILFSFITDDQVEGFAKLIRLFIQLTLSSFHGFLVALQYGFANGEVKAELRKYW : 451 
Celacanto  : WILWLWKAGESLR-IQVNFYIFIKILKLLLSKLKARQLRFSDYKHRLARSTLVLISVFGIQEVVFAFVTDDQVEGLSRIIRLFIQLPLSSFQYIYIKNIHGFLFFQVQTELKKRW : 409 
Tilápia    : GFWWIIRGPITLS-VLVIFFIFIKILMLLLSKLKADQVKFTDYRYSLARATLVLIPLLGIHEVVFTVLIDECVDGSSRYARNFVNLTLSSFQGFLVAVLYCFANGEVQAELKKRW : 418 
Robalo     : WFWWIIRGPITLS-VLVIFFIFIKILMLLLSKLKADQVKFTDYRYSLARATLVLIPLLGIHEVVFTVLIDECVEGSSRYARNFINLTLSSFQGFLVAVLYCFANGEVQAELKKRW : 421 
Takifugu   : WIWWIIRGPITLT-FVVIFCIFIKILMLLLSKLKADQLKFTDYRYSLVRATLVLIPLLGIHEVVFMVLTDECMEGRSLYAKNFVNLTLNSFQGFLVAVLYCFANGEVQAELKKRW : 387 
Peixe zebra: WIWWIIRGPITLSVIVVIFCIFLKIIRLLLSKLKADQVKFTDYRYSLARATLVLIPLLGVH-IVFTLIIDESVEGSNRYARNFVHLTLSSFQGLIVAVLYCFANGEVQAELKKRW : 392 
Spotted gar: GIWWIIRGPIRFS-IAVNFYLFIKILKLLLWKLKAEKMTFNDYKFRLARATLVLIPLMGIHEIVFAFMPDEQIKG--RYTRSFIQLTLTSFQGFLVAVLYCFANREVKTELKKRW : 415 
                         TM5                             TM6                   TM7                                           
          
Humano     : VRFLLARHSGCRACVLGKNFRFLGKCPKKLSEGDGAEKLRKLQPSLNSGRLLHLAMRGLGELGAQPQQ-------------DHARWPRGSSLSECSEGDVTMANTMEEILEESEI : 553 
Celacanto  : KLLFLANHFDCTDCIFSKPFKYLGKYLKQRRNRYFDGKGFHSKSKRPSSVQLLQVTVKVISDFQSPQP-------------IPLEYFARESLSESSNWDITLGETLEESQI---- : 507 
Tilápia    : QLFLFTNHFKVRTCFRGMPLKHLWKCTRGHHPRCSRQSDSYDEGGISTVHPHLLQVAVHGRGRVLGIG-EVKGQALNGYDVTGLEFLTRKSLS-SSDGEMTLGETMEEILEESEF : 531 
Robalo     : QLFLFTNHFQVRSCFGGVPLKHLWKCTRGHRPRCSRQSDSYDEGGTSTTHPHLLQVAVHGGGGGLGLG-EVKGQGLKGFDTTGLDFLTRKSLS-SSDGEITLGETMEEILEESEF : 534 
Takifugu   : QLFLFTNHFQVRGCFQGKPLKQLWKCTQGRRPQCSRQSDSCDEGEASTTHPQLLQVAVHRGGRAVGVRGEVKGQGSGGCDSAGLDLLTRKSLS-SSDGELTLGETMGEILEESEF : 501 
Peixe zebra: QLLVSSSSFEVHSCFSDIHPKHLWKFSQKSPRPHPQHTDTNEEGDQDTSQPHPLQLDQSAEAVACGRS-------------SGLELYMRKSLS-SSDGEMTLGETMEEIIEESEF : 493 
Spotted gar: QLYLFANHFDYRECIVGQRLRCLGKYSKRRPTHYFDHSKSHGERKRSSNVQLLQVTMRSSGNLKLQRP-------------VGLEHFTRGSVS-SSEGEGTLGETLEEILEESDF : 516        
Fig.X- Alinhamento de sequências de aminoácidos do receptor GLP2R no humano, celacanto, tilápia, robalo e takifugu e peixe zebra e spotted gar com 
identificação das 6 cisteínas e outras regiões/motivos conservadas das 7 regiões transmembranares. A negrito encontram-se assinalados os locais de 
glicosilação, as letras vermelhas correspondem aos locais de interacção com o ligando no humano e o sublinhado representa a região do peptídeo sinal 
nas espécies em que foi possível prever. 
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Figura anexo 3. Alinhamento múltiplo de sequências de aminoácidos do recetor 
GIPR. Identificação das 6 cisteínas e outros domínios/motivos conservados, das 7 
regiões transmembranares. Os locais de glicosilação estão assinalados a negrito, a 
vermelho estão marcados os locais de interação com o ligando e a sublinhado encontra-
se a região do péptido sinal. Os motivos funcionais característicos encontram-se dentro 
de caixas.  
 
                                                                                                                                    
Humano     : MTTSPILQLLLRLSLCGLLLQRAETGSKGQTAGELYQRWERYRRECQETLAAAEPPSGLACNGSFDMYVCWDYAAPNATARASCPWYLPWHHHVAAGFVLRQCGSDGQWG----- : 110 
Celacanto  : ------MVELPRTFLLAVLLLSHAESIAGKTAQDMFQEWKRYEKECEQKMATDPYPTGLFCNRTFDMYVCWPDGPPNTTVKVPCPWFLPWQEKVQNGSVFRKCGPGGHWVTDSSG : 109 
Tilápia    : ----------------------------------MVAEWMRYRNECLVRMSTEPGPNELVCSRMFDEYACWSDGQPNSTVKVPCPWYLPWYNQVRSGFVLRECGPDGKWATRNSS :  81 
Robalo     : ----------------------------------MVEEWNRYRNECLLRMSTEPTPKGVFCGRTFDMYACWSDGKPNSTVKVPCPWYLPWYNQVRNGFVLRECGPNGQWTTSNSS :  81 
Peixe zebra: ------MKSTSTIFLLTLAVLCRAERVSGKTVKDTVQEWNRYRSECILKISSQPTP---------------SDGVPNTTVKVPCPWYLPWHDQVRNGFVSRECGPDGQWLTVNHS :  94 
Spotted gar: -----MCGALAAFLLLTVSVLWRTEFASGKTMKDTVEEWNAYRNECLSKMRSDPSP---------------QDGLPNTTVKVPCPWYLPWYEQVQSGFVLRECGPDGQWLTNNTS :  95 
                                                   
                                                                                                                                       
                     
Humano     : -LWRDHTQCE-NPEKNEAFLDQRLILERLQVMYTVGYSLSLATLLLALLILSLFRRLHCTRNYIHINLFTSFMLRAAAILSRDRLLPRPGP----YLGDQALALWNQALAACRTA : 219 
Celacanto  : LPWRDHSQCG-YVDEEIQIQKKVKILDHFRVMYTVGYSLSLAALVLALITLLAFRKLRCTRNYIHMNLFASFILRAISILMRDALLKTHIKQEIKNEGDIFNLLSDQAAVGCRLA : 223 
Tilápia    : QTWRDHSQCQPEDSQQE-EEKQIIIYACFRVMYTVGYSLSLVSLCVALIILLFFSKLHCTRNYIHSNLFASFILRALSILTKDALLGKTYL-EFTDNRDVFEVNSNQALSSCLVA : 194 
Robalo     : RTWRDHSQCNEDTSKQA-AQKQMMILAHFRVMYTVGYCVSLASLSLALIILLFFRKLHCTRNYIHSNLFASFILRAVSILTRDALLSRDTP-EIN--RVLSTVFSNQTLSGCHVA : 192 
Peixe zebra: STWRDHSQCNADGRQQIAQENQMMVLAYFRVMYTVGYSLSLASLSLALIILLIFRKLRCTRNYIHTNLFASFILRAVSILTRDALLMKDAP-EFRDNKDVSIVLSDQVMSGCRVA : 208 
Spotted gar: ATWRDHSQC--DWADSLQQEKQMMILAYFKVMYTVGYSLSLAGLTLAFTILLIFRKLRCTRNYIHTNLFASFILRAVSILTRDALLMREAR-EFGDNR--DFVLSDQALSGCRVA : 205 
                                                       TM1                 TM2 
                                                                                                                                       
         
Humano     : QIVTQYCVGANYTWLLVEGVYLHSLLVLVGGSEEGHFRYYLLLGWGAPALFVIPWVIVRYLYENTQCWERNEVKAIWWIIRTPILMTILINFLIFIRILGILLSKLRTRQMRCRD : 334 
Celacanto  : QVLMQYCVGANYYWLLVEGLYLHNLLVVMVLSEKSYFRGYLLIGWGAPVLFVVPWVLVRYFHENTQCWERNDNMAYWWIIRFPILLAILINFFIFIRIIKILISKLRAHQMRYNN : 338 
Tilápia    : QVLMHYCVGANYYWLLVEGLYLHNLLALMAFSENHFFGGYLLIGWGTPVLFVVPWILVRYMYEDTRCWEINENMAYWCIIRIPILLAIMVNFFIFIRIILILISKLKAHQMRYTD : 309 
Robalo     : QVLMQYCVGANYYWLLVEGLYLHN--LLVVFSDSCYFCGYLLIGWGTPVLFVVPWIIVRYLFENTRCWEINENRVYWFIIRTPILLAILINFFIFIRIIHILISKLKAHQMRYTD : 305 
Peixe zebra: QVLMQYCVGANYYWLLVEGLYLHNLLVLMVFSENSYICVYFFIGWGTPVLFVVPWIIVRYLYENTRCWEINENMAYWWIIRTPILLAILVNFFIFIRIILILISKLKAHQMRYTD : 323 
Spotted gar: QVLMQYCVGANYCWLLVEGLYLHNLLVLMVFSENSYFCGYLVIGWGTPVLFVVPWTVVRYLYENKKCWEMNENMAYWWIIRSPILFSILINFFIFIRIIKILVSKLTAHQMRYTD : 320 
               TM3                      TM4                          TM5    
                                                                                                                                       
 
Humano     : YRLRLARSTLTLVPLLGVHEVVFAPVTEEQARGALRFAKLGFEIFLSSFQGFLVSVLYCFINKEVQSEIRRGWHHCRLRRSLGEEQRQLPERAFRALPSGSGPGEVPTSR----- : 444 
Celacanto  : YKCRLAKSTLTLIPLLGIHKLVFEFVTEEQAKGTLRYVKLFFELFLNSFQGLLVAILYCFVNKEVQSEISKKWQRRKLGMSLLEENRHTCSNAPQGQGTGSGHRHHRPGSSCKAC : 453 
Tilápia    : YKFRLAKSTLTLIPLLGIHEVVFAVLTNVQTDGVFRNINLFFQLFFNSFQGLLVAVLYCFVNKEVQAEIKTTWQRLKLWLTYLDELRNSGSNTLQTPVSMPPSSQCHQLS--LYK : 422 
Robalo     : YKFRLAKSTLTLIPLLGIHEVVFAVLTEEHTDGVLRNINLFLQLFLNSFQGLLVAILYCFVNNEVQAEIKKKWQRWKLGMTDLDDLRNTGSNTPQVGTSIPPSSQCHHPQ--CPC : 418 
Peixe zebra: YKFRLAKSTLTLIPLLGIHEVVFAVMTEEQTEGVLRNVNLFFELFFNSFQGFLVAILYCFVNKEVQSEIKKKWQRWKLGISILDDQRNTGSNTQPVGTG-----PQCHHD--PAC : 431 
Spotted gar: YKFRLAKSTLTLIPLLGIHEVVFAFITEEQAAGTLRNVKLFFELFFNSFQGLLVAVLYCFVNKEVQSEIKKKWQRWKLGMSLLEEYRLTCSNVPQGGAGNSTGRCHCHLK--PPG : 433 
                            TM6                      TM7 
                                                                                        
       
 Humano     : -------------GLSSGTLPGPGNEASRELESYC--------------------------------- : 466 
 Celacanto  : QREKNGKLSNDSNYSSENSSSGHHHSGAKNSKSFCYISTKKLPPATN--HTDRVMGEKPLVKVSESYC : 519 
 Tilápia    : LPDGCPEVSHLSPMLHTSLSPAPHPQVPIPNSYVYHQDKMGDK------------------------- : 465 
 Robalo     : LPLTHCQEDSRLSALPHPSAPLHN-QLPLPQPCTHHQDQLGRK------------------------- : 460 
 Peixe zebra: SPECPLDSGSQLSSDPTPSIQHHYHPGAKKGKAYCYISARKQVVNGLDVPALPQCGGEGAGMYSESYC : 499 
 Spotted gar: QGAAHCNAGCTCSSD-SSSCNQHLHPSAKMGKSYCYFSAHKQAPSNLNCSPQDNGGEGVLAMYTESYC : 500 
                                                                                        
Fig.X- Alinhamento múltiplo de sequências de aminoácidos do receptor GIPR no humano, celacanto, tilápia, robalo e peixe zebra e spotted gar com 
identificação das 6 cisteínas e outros domínios/motivos conservados, das 7 regiões transmembranares. Os locais de glicosilação estão assinalados a 
negrito, a vermelho estão marcados os locais de interacção com o ligando e a sublinhado encontra-se a região do peptídeo sinal, das espécies em que 
foi possível prever. 
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Figura anexo 4. Alinhamento multiplo de sequências de aminoácidos do recetor 
GCRPR. Identificação das 6 cisteínas e outros domínios/motivos conservados e das 7 
regiões transmembranares. A sublinhado encontra-se a região do péptido sinal das 
espécies que foi possível prever, as letras assinaladas a negrito correspondem aos locais 
de glicosilação. Os motivos funcionais característicos encontram-se dentro de caixas.  
                                                                                                                                        
 
Celacanto  : ------------------------------------------------------------------------------GLYCNRTFDMYACWPDGVPGMMVNVSCPSYLPWYEKV :  37 
Tilápia    : MEEWERVDIPTVWLADRGDVGKGGPSRGTCDANSAFIYSEVEKVSGKVLEETYRKWVQYKEDCFNTIRNDCFLFGLPAGLFCNRTFDRYACWPDTPAGVMINISCPFYLPWYDKV : 115 
Robalo     : -------------------MDMTQDIMALICLLFLKLPKFEMVASGKVLEETYRKWVQYKEDCVKMIENEPLLQ---EGLFCNRTFDRYACWPDSPASSVVNISCPFYLPWYDKV :  93 
Takifugu   : ----------------------------------------------VVLEETYQKWIQYKDDCIQMIMNEPLSP---GGLFCNRTFDRYACWPDAPAGSLVNISCPFYLPWYEKV :  66 
Spotted gar: --------------MRKTPKSRSRAGMLPEALTGLLLLLWFQAVLGRVLEETYQKWLKYQEDCVKQMESEPYPS----GIYCNRTFDMYACWPDGLPGSLVNVSCPSYLPWFEKV :  97 
                                                             
                                                                                                                                       
                
Celacanto  : KHGTVSKKCGLDGLWVLLNSSRPWRDYSQCEDEPEVTMEEEGTRRMMDSFKILYTVGYSLSLLALILALIILGTFRKLHCTRNYIHANLFASFALRAVSVIAKDALLEKRWGMEI : 152 
Tilápia    : SQGVVRRRCGYDGHWEREDNGQVWRDMTQCEEEKEVASQELWFKQLMVSFKMLYTVGYSLSLFTLITALIVLLSFRKLHCTRNYIHANLFLSFILRAVAVIVKDTMLEHHWGREI : 230 
Robalo     : SQGVVRRRCGSDGLWEREDSGQVWRDMTQCEEEKEVTSQELWFKQLMVSFRMLYTVGYSLSLFTLITALIILLSFRKLHCTRNYIHANLFLSLILRAVSVIIKDTMLERHWGREI : 208 
Takifugu   : SQGVVRRRCGSDGLWERDDSGHVWRDKSQCEEEEEVTS----HEEQIILVQMVYTVGYSISLLTLSTALVILLSFRKLRCSRNYIHANLFLSLILRAVSVIIKDTMLERHWGREI : 177 
Spotted gar: RLGVVRRRCGPEGQWVSQDGGQPWRDDSQCEDEKEVTSEEVWYKQLMVSFKVLYTVGYSLSLFTLISALVILLGFRKLHCTRNYIHANLFVSFVLRAVSVIVKDALLEHHWGREI : 212 
                                               TM1                        TM2 
                                                                                                                                       
 
Celacanto  : MDVTDWGILLSDEAAIGCRIAQVVMQYCILANHYWFLVEAVYLYKLLIGAVFSEKNYYTLYLYLGWGTPVMFVIPWMAAKYLKENTECWGLNENMAYWWIIRFPILMASLINLVI : 267 
Tilápia    : MKPTDVSEMLSHQAAVGCRIAQVIMQYCVLANHYWFFGEAIYLYSVLIASVFIDSNKYLLYIYLGWGTPLLFVVPWVVVKMLKENKECWAVNENMNYWWIIRFPVLLASLINFLI : 345 
Robalo     : MKQTDVREMLSHQAAIGCRIAQVMMQYCVLANHYWFFGEAIYLYSVLIASVFIDNNKYLPYICLGWGTPLLFVIPWVVMKLLKENKECWAVNENMNYWWIIRFPILFASLINFLI : 323 
Takifugu   : VKQTDVGEMLSHQAAIGCRMAQAVMQYCVLANHCWFFGEAVYLYSVLIASVFIDNNKHLPYICLGWGTPLLFVIPWVVMKLLKENKECWAFNENMNYWWIIRLPILFASLINFLI : 292 
Spotted gar: TMESDLGEILSHQAAIGCRIAQVVMQYCILANHYWFFGEAVYLYTVLIGSVFSEKNSCTAYLYLGWGKALP-------------------------------------------- : 283 
                                         TM3                        TM4                       TM5 
                                                                                                                                       
 
Celacanto  : FMRILKVILSKLRANQ-KGYADYKLRLAKATLTLIPLFGIHEVVFIFATDEQTTGTLRYIKVFFTLFLNSFQGFLVAVLYCFANKEVKYEIKKKWQLWKLDNTPSCCSQLYSQVP : 381 
Tilápia    : FTKILKVIFSKLRASNPTHYPDYKFRLAKATLTLIPLFGIHEVIFVFATDEQTTGVLRYIKVFFTLFISSFQGFLVAVLYCFGNKEVQAELKRKVGSWRMGTETVCCGQ------ : 454 
Robalo     : FMKILKVILSKLRANNQSGYPDYKLRLAKATLTLIPLFGIHEIIFIFATDEQTTGVLRYIKVFFTLFLNSFQGFLVSVLYCYANKEVCCFISYSHFIFIP--------------- : 423 
Takifugu   : FMKILKVILSKLRANKIKCLLSYVCRLAKATLTLIPLFGIHEIIFIFATDEQTTGILRYIKVFFTLTLNSFQGLLVSVLYCYANKEVRTELRRKWHIWRTEGFSLARDTSLPRIT : 407 
Spotted gar: ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                   TM6                    TM7 
                                              
 
Celacanto  : LI------------------------ : 383 
Tilápia    : -------------------------- :   - 
Robalo     : -------------------------- :   - 
Takifugu   : CDGTSPASMTTAAAEAGTNKTQRSPQ : 433 
Spotted gar: -------------------------- :   - 
                                              
 
Fig.X- Alinhamento multiplo de sequências de aminoácidos do receptor GCRPR no celacante, tilápia, robalo e takifugu e spotted gar, com 
identificação das 6 cisteínas e outros domínios/motivos conservados e das 7 regiões transmembranares. A sublinhado encontra-se a região do peptídeo 
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Figura anexo 5. Alinhamento das sequências em aminoácidos do proglucagon, com 
indicação dos péptidos GLP1 e GLP2 no humano, galinha, celacanto, tilápia, 
takifugu, peixe zebra, spotted gar, e lampreia. Assinalado a sublinhado temos a região 




                                                                                                                                                                      
 
                                                              GCG                      
Humano       : --MKSIYFVAG-LFVMLVQGSWQRSLQDTEEKSRSFSASQADPLSDPDQMNEDKRHSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRN------------------RNNIAKRHDEFE :  96 
Galinha      : MKMKSIYFIAG-LLLMIVQGSWQNPLQDTEEKSRSFKASQSEPLDESRQLNEVKRHSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMSTKRNGQQGQEDKENDKFPDQLSSNAISKRHSEFE : 116 
Celacanto    : --MKTTHSVAGIIVLMLIQGSWQNPLQDIENKSRLFKAANTEPIDEPRELTEVKRHSQGTFTSDYTKYLDTIRAQDFVQWLMSTKRS------------------------------ :  85 
Tilápia 1    : -MKSIHSLAGILLVLGFVQSSWQVPLRDADDSLSFESDNTL--NDEPVELSSMKRHSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNNKRSGA-------------------------AEK :  89 
Takifugu 1   : ---MRSSLAGILLLLGFIQNSWQVPLLETGDSSSLAADDTL--QDDSRELSNMKRHSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNNKRSGS-------------------------AEK :  87 
Peixe zebra 1: -MKGVQYFASLLLLLFVHKCICVPLQGDS---TSTETADSF--LARAPGLTTMKRHSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLMNAKRNGG-------------------------SVK :  86 
Tilápia 2    : --MNSAHSLAGLLLLIIIQSSWQVPDQDTDRHSMLLTENSI--LNEPIEIQNMKRHSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNSKRNG----------------------------R :  85 
Takifugu 2   : --MNSAYSLAGLLLFITIQSSWQFPEQ--DRNSMLLNENSV--LTEPSELSNMKRHSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNSKRNGS-------------------------LFR :  86 
Peixe zebra 2: --MVRIYAFIGLLLLILIQSSLQIPLQDTEENGSLMSEDVL--FNDPREVNTMKRHSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLMNSKRSGV-------------------------PTR :  88 
Spotted gar  : --MKGIHSLAGLLLLIIVQGSWQVPLQDTEDNSRLLTEDSS--IDEPRELTNVKRHSQGTFTNDYSKYLDTRRAQDFVQWLMSTKRSGG-------------------------ITR :  88 
Lampreia I   : --MSDAGFLAAPVLLLLLVSLASASLEQAASRD-DDSAERP----------LSKRHSEGTFTSDYSKYLENKQAKDFVRWLMNAKRG------------------------GSELQR :  80 
Lampreia II  : --MSNASGTLLSYMFMMLLGLTLASLVPHETDDGDLSAEIS----------LANRHSQGSFTSDYSKHLDVKQAKDFVTWLLNTKRGGVDAQ------------------------- :  87                                                                                                                





                           GLP1                               GLP2 
Humano       : RHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGRRDFPEEVAIV-EELGRRHADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITDRK------- : 180 
Galinha      : RHAEGTYTSDITSYLEGQAAKEFIAWLVNGRGRRDFPEKALMA-EEMGRRHADGTFTSDINKILDDMAAKEFLKWLINTKVTQRDLLGEYQ- : 206 
Celacanto    : ----------------------------------GFPNEISET-EGMDRRHADGSFTSDINKVLDTIAAKEFLNWLINSKDSQPRDPFSENQ : 142 
Tilápia 1    : RHADGTFTSDVSSFLKDQAIKDFVANLKSGQVQRES--EMERWGERFSKRHVDGSFTSDVNKVLDSMAAKEYLLWVMTSKPSGESKRQADE- : 178 
Takifugu 1   : RHADGTFTSDVSSYLKDQAIKDFVARLKAGQVRRELRSETNRRVEAFNRRHVDGTFTSDVNKVLDSMAAKEYLLWVMASKPSGERKKRQADQ : 179 
Peixe zebra 1: RHAEGTYTSDVSSYLQDQAAQSFVAWLKSGQPKPDV--ANNKGANMAQRRHVDGSFTSDVNKVLDSIAAKEYLQWVMNSKASGTSGKRGGNQ : 176 
Tilápia 2    : RHADGTYTSDVSSYLQDQAAKEFVSWLKTGRGRRD--------------------------------------------------------- : 120 
Takifugu 2   : RHADGTYTSDVSTYLQDQAAKEFVSWLKTGPGRRE--------------------------------------------------------- : 121 
Peixe zebra 2: RHADGTYTSDVSSYLQDQAAKEFVSWLKTGRGRRE--------------------------------------------------------- : 123 
Spotted gar  : RHADGTYTSDVSSYLQDQAAKKFVTWLKQGQDRRDFSEESSETEEMYRR-HADGSFTSDVNNVLDSIAAKEFIIWVMNSKPSEESEPFNV-- : 177 
Lampreia I   : RHADGTFTNDMTSYLDAKAARDFVSWLARSDKSRRDGGDHLAENSEDKR-HAED------VNALLDRTMAKTFIEWLEKQNSNDQAR------: 161 
Lampreia II  : ------------------------------------------AGANLEKRHSDGSFTNDMNVMLDRMSAKNFLEWLKQQGRG-----------: 120 
 
              
Fig. X. Alinhamento das sequências em aminoácidos do proglucagon, com indicação dos péptidos GLP1 e GLP2 no humano, galinha, celacanto, 
tilápia, takifugu, peixe zebra, spotted gar, e lampreia. Assinalado a sublinhado temos a região do peptídeo sinal, a vermelho os resíduos responsáveis 
pela interação com o receptor no humano. 
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Figura anexo 6. Alinhamento da sequência preditiva em aminoácidos da hormona 
GIP no humano, galinha, tilápia (sequência preditiva imcompleta), peixe zebra e Peixe 
das cavernas. A sublinhado encontra-se a região do peptídeo sinal e a amarelo resíduos 




                                                                                                                                                   
                                                      GIP 
Humano            : MVATKTFALLLLSLFLAVGLGEKKEGHFSALPSLPVGSHAKVSSPQPRGPRYAEGTFISDYSIAMDKIHQQDFVNWLLAQKGKKNDWKHNITQREARALELASQANRKEEEAVEPQS : 117 
Galinha           : ------MSLRVLSLLFAS-------LSFVLMEENVSGLSIRTPGARPMHRRYSEATLASDYSRTMDNMLKKNFVEWLLARREKKSDNVIEPYKREAEPQLSAVSDQS---------L :  95 
Tilápia           : ------------------------------------SLLPHSEDEQDLRKRYAESTIASEFSKIMDSMVQKNFIKFLLSQRQKKTK------------------------------- :  50 
Peixe zebra       : -MKAAMFALVLICLGSVW-------SSAGSQPLDSSIIHSSPNDIQKLSRRYAESTIASDISKIVDSMVQKNFVNFLLNQREKKSEPALTEALHGGLPGQAASAHGGGQGQAGACGP : 109 
Peixe das cavernas: ---------------------------------DFCATNSPADDVQHLGRRYAESTIASDISKIMDSMVQKNFVNFLLNQREKKSMPTTMP-------------------------E :  59 
                                                           
                                                                                                                                       
              
Humano            : SPAKNPSDEDLLRDLLIQELLACLLDQTNLCRLRSR------------------------------------------------------------------------------- : 153 
Galinha           : DPRSHEAKDFLAWLLKAKENQSSASLEGSEDVKDVVN---------------------QEFLTWLMSTDLCRPRAA--------------------------------------- : 150 
Tilápia           : ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- :   - 
Peixe zebra       : QPEGEDPTQLGGDQVQADAHPGGHPRQGGGERAGAEDHAGALRPGVQGPDGEGSLGVQREGEVWRTEERADRAGRAGEATLRGHLQGPPEVRQQGVKRPFCTPSHPPLSTASLRA : 224 
Peixe das cavernas: DPEVHIFNDLLTKDFTMWVHSKGDRSK---------------------------------------------------------------------------------------- :  86 
     
 
                                                                                                                        
Fig. X. Alinhamento da sequência preditiva em aminoácidos da hormona GIP no humano, galinha, tilápia (sequência preditiva imcompleta), peixe zebra e 
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Figura anexo 7. Alinhamento da sequência prevista em aminoácidos do péptido 




                                                    
                GCRP 
Galinha    : HSEGTFTSDFTRYLDKMKAKDFVHWLINT---- : 29 
Celacanto  : HSEGTFTSDFTRYLDKMKAKDFVRWLIST---- : 29 
Tilápia    : HSDGTFTSDFTHYLDKIKAKDFVEWLTGPKQE- : 32 
Takifugu   : HSEGTFSHDFSRYLDKIKTKAFVEWLASTKER- : 32 
Spotted Gar: HSEGTFSSDFTRYLDRIKAKDFVHWLQTGTKRQ : 33 
                          
Figura x. Alinhamento da sequência prevista em aminoácidos do péptido GCRP na galinha, celacanto, 
tilápia, takifugu e sptotted gar. 
	  
	  
